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INTRODUCCION GENERAL 
 
 
 
1. Las plantas como biorreactores para la producción de proteínas 
de interés 
 
1.1 Visión general de Molecular Farming 
 
El desarrollo de la tecnología de DNA recombinante en 1970 derivó en el 
surgimiento de los Organismos Genéticamente Modificados (OGMs), siendo las 
bacterias las primeras células utilizadas como fábricas para producir proteínas 
heterólogas (por ejemplo: con la producción de insulina en E. coli; Johnson, 1983). La 
tecnología del DNA recombinante fue luego mejorada y adaptada a levaduras (Curry et 
al., 1988), a células animales (Simons et al., 1987; Gordon et al., 1987) y a células 
vegetales (Barta et al., 1986), permitiendo la producción de un amplio rango de 
proteínas recombinantes. Sistemas basados en cultivos celulares han sido desarrollados 
para la producción a escala industrial respondiendo al incremento en la demanda de 
proteínas industriales, diagnósticas y biofarmacéuticas. Sin embargo, actualmente existe 
un gran número de proteínas recombinantes cuya demanda anual es superior a la 
tonelada de proteína por año, por lo que se debe recurrir a sistemas de alta capacidad de 
producción, como es el caso de los anticuerpos monoclonales (mAb). También, se debe 
considerar que las patentes de las primeras proteínas recombinantes terapéuticas han 
caducado y además han aparecido variantes mejoradas de los mismos, lo que estimula el 
desarrollo de métodos alternativos que sean más competitivos para su producción 
(Rader, 2008; Walsh, 2004). La industria farmacéutica necesita entonces de sistemas de 
alta capacidad, eficientes y rentables económicamente para la producción de proteínas 
terapéuticas. Actualmente, los sistemas de expresión no heterólogos no satisfacen todos 
los requerimientos que tienen las proteínas biofarmacéuticas, a pesar de los numerosos 
esfuerzos por mejorarlos (Ferrer-Miralles et al., 2009); por ejemplo, las proteínas 
complejas producidas en procariotas, no son siempre plegadas o procesadas 
apropiadamente para proveer el grado deseado de actividad biológica. Por consiguiente, 
los sistemas de expresión microbiológicos son utilizados generalmente para la expresión 
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de proteínas relativamente simples, que no requieren de plegado o de procesos 
postraduccionales exhaustivos, para ser activos biológicamente como en el caso de la 
insulina, el interferón o la hormona de crecimiento humano (Ferrer-Miralles, et al., 
2009). Por otro lado, los sistemas eucarióticos basados en cultivos de levaduras o 
células de mamíferos tienen numerosas desventajas, como el alto costo operativo, 
dificultades en el escalado a grandes volúmenes y la potencial contaminación por virus, 
priones, toxinas o patógenos humanos. Las plantas transgénicas en este caso, ofrecen 
muchas ventajas como por ejemplo: su manipulación génica es relativamente simple; 
realizan modificaciones postraduccionales típicas de eucariotas superiores; no son 
huéspedes de patógenos humanos por lo que es un sistemas más seguro; los costos de 
producción y la inversión requerida para establecer plantas de alta capacidad son mucho 
menores comparado con otros sistemas (Gomord et al., 2004; Fischer et al., 2003; 
Schillberg et al., 2003; Twyman et al, 2003; Stoger et al., 2005). La gran desventaja es 
que todavía los niveles de expresión son muy bajos para que la producción resulte 
rentable (Stoger et al., 2005; Ma et al. 2005; Petruccelli et al., 2006). No obstante, y a 
pesar de los bajos niveles de expresión de proteínas recombinantes, la facilidad con la 
que se puede incrementar la escala de producción, obteniéndose hasta 10 kg por 
hectárea considerando cultivos como: tabaco, maíz, soja o alfalfa  (Austin et al., 1994; 
Khoudi et al., 1999), hacen que la producción de proteínas recombinantes en plantas sea 
muy prometedora.  
Así, un gran número de proteínas de interés para terapia, prevención (profilaxis), 
diagnóstico o con aplicaciones industriales se producen en distintos tipos de vegetales, 
TABLA 1: Proteínas recombinantes de interés comercial producidas en plantas. 
Adaptado de Sharma y col., 2009. 
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generalmente en hojas (Ma et al., 2005; Fischer et al., 2004; Schillberg and Twyman, 
2004) o en tejidos de almacenamiento de cereales y en raíces (Menkhaus et al., 2004; 
Stoger et al., 2005), algunas de las cuales se comercializan recientemente (Tabla 1) y, 
otras tantas se encuentran en etapas avanzadas de pruebas o preclínicas (Tabla 2). 
Aunque en otros sistemas de producción la especie utilizada en la expresión fue 
rápidamente adoptada y las buenas prácticas de manufactura establecidas (por ejemplo 
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, cultivos de células de ovario de hamster, 
células CHO) (Ferrer-Miralles et al. 2009), en plantas todavía hay varias especies como 
por ejemplo Carthamus tinctorius L, Oryza sativa, Triticum durum, Zea mays L., 
Nicotiana tabacum, Medicago sativa, Lemna minor (Ma et al., 2005) que se encuentran 
en estudio. 
 
 
Adaptado de Siddharth Tiwari 2009. 
Tabla 2: Proteínas recombinantes de interés comercial producidas en distintos sistemas vegetales y 
que se encuentran en etapas avanzadas de pruebas o etapas preclínicas. 
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Tabla 2 continuación: Proteínas recombinantes de interés comercial producidas en distintos 
sistemas vegetales y que se encuentran en etapas avanzadas de pruebas o etapas preclínicas 
Adaptado de Siddharth Tiwari 2009. 
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También se ha recurrido a la integración de genes codificantes para proteínas 
recombinantes de interés en el genoma cloroplastos, aprovechando su gran número 
dentro de la célula vegetal y que puede controlarse el sitio de integración en el genoma 
reduciendo de esta manera los efectos de posición (Grevich and Daniell 2005). Esta 
estrategia permite obtener altos niveles de acumulación (Grevich and Daniell 2005); sin 
embargo, este tipo de táctica se encuentra limitada a proteínas que no requieran 
glicosilación, formación de uniones disulfuro, procesamientos proteolíticos, 
oligomerización, isoprenilación y otro tipo de modificaciones postraduccionales muchas 
veces requeridas para generar un producto activo, por lo que deben ser dirigidas a la vía 
secretoria (Faye et al. 2005). Entre estas proteínas se pueden mencionar: 
inmunoglobulinas, citoquinas, hormonas (ej. prolactina, eritropoyetina, factor 
estimulador de colonias de monocitos-granulocitos), factores de crecimiento 
(epidérmico o derivado de plaquetas) factores de coagulación, componentes del 
complemento, polipéptidos fibrinolíticos, albúminas, enzimas empleadas en 
diagnóstico, terapia y también en procesamiento industrial como: proteasas, celulasas, 
peroxidasas, lacasas, pectoliasas, lipasas (Boehm, 2007, Reichert and Healy 2001, 
Stoger et al. 2005).  
 
1.2 Las plantas como sistemas de expresión para la síntesis de anticuerpos 
 
Los anticuerpos monoclonales son el grupo de proteínas recombinantes más 
importantes por sus aplicaciones en terapia, diagnóstico e investigación. La estructura 
general de un anticuerpo completo (inmunoglobulina tipo G) consiste en dos cadenas 
Figura 1: Representación esquemática de un anticuerpo completo (A) o, su arquitectura molecular 
(RCSB Protein Data Bank) en (B). Los dominios individuales unidos de la inmunoglobulina son indicados 
como CH, CL, VH y VL, así como los sitios de unión a antígenos heterodiméricos VL/VH (Fv). La imagen 
(B) es adaptada de Filpula et al., 2007. 
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polipeptídicas pesadas (isotipos ﻻ, ε, δ, α o µ) y dos cadenas livianas (isotipos κ o λ), 
organizadas a través de interacciones covalentes (puentes disulfuro) en una unidad 
funcional bivalente (salvo en el caso de inmunoglobulinas M en que se asocian cinco de 
estas unidades y que por lo tanto son decavalentes). Las uniones disulfuro son un 
importante componente en la estabilidad y estructura de las inmunoglobulinas. Los 
puentes intracatenarios estabilizan el plegado de los diferentes dominios mientras que 
los intercatenarios estabilizan la interacción tanto de las cadenas pesadas entre si como 
la asociación entre las cadenas pesadas y livianas (Burton, 2001) (Figura 1). Otro rasgo 
característico de los anticuerpos, es que presentan un sitio de glicosilación en el 
subdominio constante CH2 de la cadena pesada (Figura 1A, ψ); los diferentes grados de 
glicosilación en este sitio, afectan la vida media en sangre del anticuerpo y, la habilidad 
del anticuerpo de desencadenar reacciones de citoxicidad, ya sea dependiente de 
complemento (DCAC, Complement-dependent antibody cytotoxicity) o bien, 
dependiente de células (ADCC, antibody dependent cellular toxicity) (Figura 2) 
(Jefferis, 2005). Por eso, si en terapia se va a utilizar una inmunoglobulina completa, la 
misma debe tener un grado de glicosilación adecuado para inducir estas respuestas y 
que le permita además tener una vida media en sangre suficientemente larga para ejercer 
el efecto. Para otras aplicaciones, no se requiere de esta actividad de desencadenar 
respuestas citotóxicas, por ejemplo el evitar la adhesión de células, bloquear receptores 
o competir con un ligando, en estos casos pueden emplearse fragmentos de 
inmunoglobulina. Otra aplicación en la que se pueden emplear fragmentos de 
inmunoglobulina, es cuando la actividad citóxica de las moléculas o células reclutadas 
por el anticuerpo es sustituida realizando fusiones del fragmento de anticuerpo a 
toxinas, citoquinas o radioisótopos que son las que llevan a cabo las funciones efectoras 
(Figura 2).  
 
Los requerimientos de procesado y ensamblado de más de una cadena, 
formación de uniones disulfuro y glicosilación, determinan que las inmunoglobulinas 
sólo puedan ser expresadas en células de eucariotas superiores, siendo las plantas 
transgénicas el sistema de producción más prometedor. La expresión exitosa de una 
inmunoglobulina recombinante completa en hojas de tabaco, fue informado en los 
inicios de la biotecnología vegetal moderna por los investigadores del The Scripps 
Research Institute, La Jolla, California, Hiatt y colaboradores (1989), sin embargo 
todavía no hay ninguna inmunoglobulina comercial producida en este sistema. La 
Introducción 
_______________________________________________________________________________________________ 
_______________________________________________________________________________________________                            - 7 -
calidad de estas inmunoglobulinas en términos de plegado, modificaciones 
postraduccionales (por ejemplo N-glicosilación) y actividad biológica es crucial para su 
industrialización, en este sentido, es de suma importancia conocer la ruta de transporte y 
destino final de la proteína heteróloga expresada en planta, ya que determinará el grado 
de maduración y modificaciones postraduccionales. En la actualidad, el conocimiento 
de las rutas de transporte y las modificaciones postraduccionales en células vegetales, o 
en los distintos órganos de la planta, es escaso, necesitando de investigaciones 
adicionales. Justamente, la mayoría de las publicaciones indican los niveles de 
acumulación alcanzados sin mencionar dónde la proteína fue depositada o la naturaleza 
de los glicanos adicionados, a pesar que esto podría tener un impacto crítico en la 
estabilidad y actividad biológica de la glicoproteína (Hood, 2004; Petruccelli et al., 
2006). Para poder comparar las plantas con los distintos sistemas de producción como 
levaduras y células de mamíferos, en términos de actividad proteica e inmunogenicidad, 
la estructura de los N-glicanos de los planticuerpos debe ser estudiada. Además, es 
necesario combinar estos estudios con los que indican el sitio de localización de la 
proteína dentro de la célula vegetal en los distintos órganos y especies empleadas para 
su producción, y así poder determinar la mejor combinación de patrones de N-
Figura 2: Esquema de las posibles estrategias que se pueden emplear para matar una célula 
tumoral empleando anticuerpos recombinantes. Adaptado de Carter et al., 2001. 
J. Fabricio Lareu 
_______________________________________________________________________________________________ 
_______________________________________________________________________________________________ 
 
- 8 -
glicosilación, estabilidad proteica y acumulación, actividad biológica y otras 
características requeridas para la industrialización y propósitos terapéuticos.  
 
Antes de profundizar en las reacciones de glicosilación en plantas y su 
comparación con la de otros sistemas de expresión de anticuerpos, como la barrera 
tecnológica principal para la utilización de plantas como biorreactores sigue siendo los 
reducidos niveles de acumulación, a continuación se van a presentar algunas de las 
estrategias que han propuesto distintos investigadores para tratar de superar esta 
limitación. Muchas de estas estrategias implican la utilización de señales de 
direccionamiento a distintos compartimientos por lo que van a repercutir en las 
modificaciones postraduccionales particularmente en la glicosilación.  
 
1.3. Estrategias generales que pueden emplearse para incrementar los niveles 
de acumulación de proteínas recombinantes en plantas 
 
Diferentes estrategias han sido ensayadas con el fin de lograr mayores niveles de 
acumulación de la proteína de interés, entre ellas se puede mencionar la optimización de 
la construcción para incrementar  los niveles de transcripción y de traducción, para 
mejorar la eficiencia en las modificaciones co y postraduccionales, incremento de la 
estabilidad, el direccionamiento de la proteína a organelas con alta capacidad de 
acumulación y también, la expresión en diferentes órganos o, inclusive las estrategias 
para mejorar los procesos de purificación downtreams de la proteína recombinante. A 
continuación se citan algunas estrategias comunes y generales aplicadas en la expresión 
de distintas proteínas heterólogas.  
 
1.3.1 El incremento en la eficiencia de los procesos de  transcripción y/o 
traducción como estrategia para incrementar los niveles de acumulación de la 
proteína de interés. 
 
La eficiencia de transcripción depende de la secuencia promotora, incluyendo 
enhancers, de la secuencia de terminación de la transcripción y otros elementos 
regulatorios que determinan el estado de la cromatina. En general, se utilizan diferentes 
promotores, los cuales se clasifican por el tipo de actividad; a manera de ejemplo 
podemos citar entonces: promotores constitutivos fuertes, que inducen la expresión de 
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genes en una forma menos dependiente de factores espaciales, del entorno o de 
desarrollo y se utilizan generalmente para la producción de proteínas recombinante en 
todos los tejidos de la planta. Uno de los más extensamente utilizados, y con el que se 
ha alcanzado altos niveles de expresión y acumulación, es el promotor 35S del virus de 
mosaico del Coliflor (35S CaMV, Cauliflower Mosaic Virus). La producción de varias 
proteínas antigénicas como el antígeno de superficie de la Hepatitis B (HBsAg), la 
glicoproteína G del virus de la rabia o, productos de importancia industrial como 
streptavidina, avidina y adiponectina, son algunos ejemplos en los que se utilizado este 
promotor. Asimismo, podemos mencionar el promotor de la ubiquitina, ampliamente 
utilizado para expresar eficientemente en monocotiledóneas (maíz, trigo, arroz, entre 
otros), siendo sus niveles de expresión en hojas y semillas comparables con el 35S 
CaMV, incluso cuando la proteína recombinante no es detectada al utilizarse el 
promotor 35S CaMV en semilla. Recientemente, Hernandez-Garcia et al. (2009) han 
reportado la caracterización de un promotor constitutivo fuerte de poli-ubiquitina de 
soja. Para la producción de biomoléculas pueden incluirse otros promotores 
constitutivos como, el promotor génico de la manopina sintetasa, el promotor MAC, que 
es un híbrido entre el promotor de la manopina y la región enhancer del 35S y, el 
promotor de actina de arroz entre otros. Por otro lado, encontramos promotores 
inducibles, donde la actividad del mismo puede ser modulada a veces, por componentes 
químicos endógenos o exógenos y otras, regulada por factores del medio o del 
desarrollo como la sequía, estrés salino, luz, temperatura, etc. En general son utilizados 
cuando la expresión del transgen interfiere con el desarrollo o crecimiento normal de la 
planta y especialmente en los casos en que la producción de la biomolécula es letal para 
la planta. Entre varios ejemplos, podemos citar el promotor inducible de alfa-amilasa de 
arroz (αAmy3), utilizado para la expresión de α1-antitripsina (Terashima et al., 1999), 
del interferón gamma humano (Chen et al., 2004) o, para la hormona de crecimiento 
humano (Kim et al., 2008). Además encontramos el promotor inducible por estrés 
mecánico como el hidroxo-3-metilglutaril-CoA reductasa (Cramer et al., 1996) o, el 
sistema de la RNA polimerasa del bacteriófago T7, con sobreexpresión inducible o 
tejido específica (Nguyen et al., 2004). Otro tipo de promotores utilizados son los 
promotores tejido específicos, que controlan la expresión de manera especifica en un 
tejido o del estado de desarrollo. Estos son muy utilizados para concentrar la proteína 
recombinante en ciertos órganos, como semillas o frutos, disminuyendo los posibles 
efectos negativos en el crecimiento y desarrollo del resto de la planta y facilitando 
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además, en algunos casos, la eficiencia de cosecha. Varios de estos promotores han sido 
estrictamente caracterizados, especialmente para la expresión de proteínas en semillas 
(Lau and Sun, 2009), entre ellos el promotor de la subunidad α' de la β-conglicinina de 
soja (Petruccelli et al. 2006), de la globulina 7S (Fogher, 2000), de la arcelina (De 
Jaeger et al. 2002) o de la globulina-1 (Belanger and Kriz, 1991) de maíz o, el de 
glutelina de arroz  (Wu et al., 1998). Entre otros podemos citar también, los 
promotores artificiales que han sido desarrollados en el pasado por ingeniería 
combinatorial de elementos cis que incluyen enhancer, activadores y/o represores. Por 
último, podemos nombrar la utilización de factores de cis- o trans-activación (cis- o 
trans-acting factors), estos factores se unen directamente al promotor para dirigir la 
expresión o, interactúan con otros factores reclutándolos para unirse al promotor 
(Beachy et al. 2007). Esta estrategia ha sido utilizada exitosamente para aumentar en 
especial la expresión de genes reporteros (Yang et al., 2001) así como también, un 
sistema de trans-activación mediada por virus que fue utilizado mediante inoculación 
transciende en líneas transgénicas, mejorando la expresión del anticuerpo 9F12 
antitetánico (Hull et al., 2005). 
  
Otro punto muy importante, para mejorar la eficiencia y la fidelidad de la 
traducción de los sistemas de expresión en plantas, es modificar los codones del gen de 
interés para adecuarlo al uso de codones de la especie vegetal empleada, también incluir 
la secuencia de Kozak, evitar que la secuencia del mRNA que se genere tenga intrones 
crípticos, secuencias ricas AT (que provocan el “resbalado” de los ribosomas) o que 
tengan tendencia a adquirir estructura secundaria. Por ejemplo, al compararse la 
expresión en tabaco del gen insecticida cryIA salvaje, con uno en que se optimizó el uso 
de codones (modificando el 21% de los nucleótidos) se logró un incremento 
aproximadamente 100 veces en la acumulación de la proteína insecticida (Batard et al., 
2000; Hamada et al., 2005). Asimismo, la posición y el contexto favorable del codón de 
iniciación tiene un rol muy importante en el inicio de la transcripción (Kozak, 1995), 
secuencias como: ACC o ACA precedente al ATG han sido utilizadas para optimizar la 
expresión del transgen en plantas (Sharma et al., 2008a; Stomp et al., 2004).  
 
En la mayoría de los eucariotas, para el inicio de la transcripción son muy 
importantes las regiones 5’ sin traducir (5’UTR, 5’ untranslated region), por ejemplo la 
utilización del 5’UTR del gen de la poliubiquitina de arroz, utilizada junto con su 
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promotor, produce un incremento en los niveles del mRNA de la β-glucuronidasa 
(GUS) (tanto por incremento en la síntesis como en estabilidad del mRNA) produciendo 
también una traducción más eficiente (Lu et al., 2008; Samadder et al., 2008), 
demostrando su importancia en la eficiencia del proceso. Por otro lado, y no menos 
importante, es la región 3’ sin traducir (3’UTR, 3’ untranslated regions) ya que 
contienen la información necesaria para la poliadenilación, que también determina la 
estabilidad del mRNA, pues el mismo debe pasar los mecanismos de control de calidad 
(Chan and Yu, 1998). Así, 3’UTR heterólogos han sido utilizados para estabilizar 
transcriptos recombinantes (Huang et al., 2005a; Ko et al., 2003; Staub et al., 2000). 
 
Uno de los factores a tener en cuenta en la expresión del gen de interés, son los 
efectos de posición, el número de copias de transgen integradas y el posible 
silenciamiento (Bhat and Srinivasan, 2002; Butaye et al., 2004; Fischer et al., 2008). 
Por ello, muchas estrategias han desarrollado vectores o cassettes de expresión 
pensados para lograr niveles de expresión uniformes independientemente del sitio de 
integración. Entre tantas, podemos citar las MAR’s (Matriz attachment regions), que 
también engloban las secuencias regulatorias, por ejemplo estos elementos ricos en 
bases nucleotídicas AT que reducen los efectos de posición por la formación de loops, 
haciendo que el transgen quede en una zona en que la cromatina es activa, incluso en las 
generaciones subsiguientes (Vain et al., 1999). El uso de MARs en plantas no siempre 
ha mejorado los niveles de acumulación de la proteína de interés, sin embargo 
actualmente se están empleando estrategias computacionales y ómicas para identificar 
secuencias que puedan producir este efecto de evitar la formación de heterocromatina 
alrededor del transgen (Levin et al. 2005, Oh et al. 2005, Shirai and Fukuda 2006, 
Tetko et al. 2006, Verma et al. 2005). Este tipo de estrategias han producido muy 
buenos resultados en células CHOs (Wang et al. 2008). 
 
1.3.2 El incremento en la eficiencia de los procesos co y post-traduccionales 
como estrategia para generar una proteína modificada adecuadamente y para 
incrementar  la cantidad de producto con actividad biológica. 
 
Durante la síntesis de la proteína así como también una vez completada la 
traducción, se llevan a cabo varias modificaciones cuya eficiencia puede variar ya que 
depende de la presencia de proteínas auxiliares y de la maquinaria que transporta a la 
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proteína a su destino final. El plegamiento de proteínas con varios dominios suele 
requerir de la asistencia de chaperonas, muchas de ellas específicas para ciertas familias 
(de Marco 2009, Houston et al. 2005, Huo et al. 2007, Krishna and Gloor 2001). El 
clivaje proteolítico del péptido señal y también el paso de la proproteína a proteína por 
acción de endopeptidasas, también es importante para el plegamiento correcto. Además, 
se producen modificaciones por introducción de nuevos grupos funcionales por la 
acción de enzimas como por ejemplo, glicosilación, fosforilación, metilación, ADP-
ribosilación, oxidación, acilación, isoprenilación, y también modificaciones no 
enzimáticas como deaminaciones, racemizaciones, etc. (Gomord and Faye, 2009), cada 
una de ellas cumple un papel de menor o mayor importancia determinando la estructura 
y la actividad de la proteína de interés. Para lograr que estas modificaciones sean las 
adecuadas para el producto final, se han empleado diferentes sistemas heterólogos como 
bacterias, levaduras, células de insectos, de mamíferos o plantas. Por ejemplo, como 
fuera mencionado en secciones anteriores, se ha puesto mucho esfuerzo en generar 
sistemas de expresión que glicosilen adecuadamente ya que, los eucariotes inferiores 
sólo adicionan glicanos simples y las modificaciones más complejas  son muy 
dependientes de la especie a que pertenece el organismo superior utilizado (Bardor et 
al., 2002; Gomod et al., 2005; Raju et al. 2000). Por este motivo, tanto en células 
vegetales como en líneas celulares de mamíferos se ha recurrido a la glicoingeniería 
introduciendo las enzimas faltantes en la célula hospedadora o bien silenciando enzimas 
que producen glicanos inmunogénicos. Detalles de las modificaciones post-
traduccionales y sus efectos serán desarrollados en secciones posteriores. Entre las 
varias estrategias para evitar la adición de glicanos inmunogénicos se puede mencionar 
la retención en retículo endoplásmico (ER, endoplasmic reticulum), la inhibición de 
glicosiltransferasas del aparato de Golgi (GA, Golgi apparatus) especificas de plantas y, 
una estrategia interesante, últimamente desarrollada, como la “humanización” de 
plantas por expresión heteróloga de glicosiltransferasas de mamíferos (Bakker et al., 
2006; Zeleny et al., 2006; Saint-Jore-Dupas et al., 2007).  
 
1.3.3 El direccionamiento de la proteína recombinante a distintos 
compartimientos como estrategia para incrementar los niveles de acumulación 
 
 El direccionamiento de proteínas recombinantes a distintos compartimientos 
subcelulares, en distintos tejidos y/u órganos, representa una alternativa para 
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incrementar el rendimiento de producción e, inclusive en algunos casos para facilitar los 
primeros pasos de purificación. De este modo, diferentes órganos de plantas (hojas 
semillas y raíces) o compartimientos subcelulares (ER, cloroplastos, mitocondrias, 
vacuolas o cuerpos lipídicos) han sido eficientemente utilizados para la síntesis de 
muchas biomoléculas (Gomord and Faye, 2009). Generalmente, el transgen es 
introducido en el genoma nuclear y el mismo es diseñado de forma tal que contenga 
aquella información necesaria para su direccionamiento, en algunos casos las señales de 
direccionamiento son múltiples. Detalles de las distintas señales y vías de 
direccionamiento serán tratadas en secciones posteriores.  
 
Igualmente, podemos mencionar que muchas proteínas producidas en plantas, 
han sido secretadas al espacio intracelular o el apoplasto de diferentes órganos como 
hojas, semillas y raíces para aumentar su producción (Goldstein and Thomas, 2004; 
Hellwig et al., 2004). El empleo de este tipo de señales puede hacerse tanto empleando 
células vegetales en suspensión o recurriendo a rizosecreción de cultivos hidropónicos, 
lo que facilita la recuperación de la proteína del medio, simplificando el proceso de 
purificación (Sharp and Doran, 2001). No obstante, un gran número de proteínas 
producidas con este sistema presenta como inconveniente su baja estabilidad, lo que 
conlleva a la degradación y pérdida del producto. El problema de la degradación en 
estos sistema puede revertirse parcialmente empleando agentes estabilizantes de 
proteínas (gelatina y PVP: polivinilpirrolidona) y co-secreción de inhibidores de 
proteasas (Sharp and Doran, 2001, Komarnytsky et al., 2006; Sabharwal et al., 2007, 
Martinez et al. 2005). 
 
En contraste, como fuera mencionado anteriormente, una de las estrategias más 
eficiente para aumentar la estabilidad y el rendimiento ha sido la expresión en 
cloroplastos, observándose en algunos casos niveles de acumulación de la proteína 
recombinante de hasta un 46% de proteínas totales de hojas (De Costa et al., 2001). Sin 
embargo, la producción en esta organela presenta la desventaja de la capacidad limitada 
de procesamiento de las proteínas, en especial su incapacidad de producir 
glicosilaciones. 
  
Otro método que ha sido utilizado con éxito para estabilizar la proteína de 
interés, es la retención en ER con uso de secuencias como HDEL/KDEL fusionadas su 
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extremo C-terminal (Wandelt et al., 1992). Esta estrategia originalmente descripta para 
la vicilina (proteína de reserva de arveja) mostró que el usó de esta señal producía 
incrementos entre 20-100 veces en los niveles de acumulación en hojas (Wandelt et al., 
1992). Debido al gran éxito logrado para esta proteína, la estrategia fue extendida a un 
gran número de proteínas recombinantes obteniéndose resultados muy variables, desde 
no observar efectos a incrementos de 10 veces en el orden de magnitud (Conrad and 
Fiedler, 1998).  
 
Entre los diferentes tejidos o compartimientos subcelulares blancos para el 
direccionamiento, que permiten aumentar la estabilidad y el rendimiento de las 
proteínas heterólogas, se encuentran los órganos de reservas en semilla. Esta estrategia 
ha sido adoptada por varias empresas comerciales con el uso de semillas de cereales 
(Tabla 1, Hood et al., 1999; Ma et al., 2003; Horn et al., 2004; Menkhaus et al., 2004). 
La producción en semillas ofrece además la ventaja de que las proteínas pueden 
acumularse en un volumen pequeño y de manera estable por largos períodos a 
temperatura ambiente lo que abarata los procesos downstream (Kusnadi et al., 1997; 
Menkhaus et al., 2004; Stoger et al., 2005). Asimismo, la fusión de la proteína de 
interés a oleosinas (polipéptido que forma parte de la membrana que rodea las gotas 
lipídicas acumuladas en semillas de oleaginosas), reduce los costos en las etapas de 
purificación, ya que la biomolécula queda en una primer etapa en la fase lipídica (la cual 
casi no contiene otras proteínas) y luego es separada de la oleosina por distintos 
métodos, pasando la proteína de interés a la fase soluble (Moloney, 2002). Esta 
estrategia para iniciar la purificación es muy efectiva, de bajo costo y mucho más 
competitiva que las cromatografías.  
 
La presencia de órganos de reserva de proteínas en el interior de células fue 
inicialmente descripta en semilla ya que la capacidad de almacenar proteínas para ser 
utilizadas como fuente de nitrógeno durante el desarrollo de la plántula es una 
característica única de plantas, pues los animales no tienen reservas de nitrógeno. Así, 
vacuolas con las mismas características a las observadas en células de endosperma y 
cotiledones de semilla han sido descriptas en otros tipos celulares. El primer trabajo en 
este sentido fue el de Paris et al. (1996) que mostró la coexistencia de vacuolas no 
acídicas (similares a vacuolas de almacenamiento de proteínas) y vacuolas acídicas (o 
vacuolas líticas, que serían equivalentes a los lisosomas de células animales) en células 
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de la punta de raíz de cebada (Paris et al., 1996). Este hallazgo abrió nuevos 
interrogantes sobre cómo se forman estos compartimientos y cómo la célula logra 
específicamente direccionar a uno u otro compartimiento. Tal vez un compartimiento 
equivalente en células animales serían los gránulos de secreción observados, por 
ejemplo en células del sistema endocrino pero hasta el momento esto no ha podido ser 
probado y por otro lado, existen diferencias evolutivas importantes entre células 
vegetales y otros eucariotas, como lo demuestra el hecho de que la levadura no es un 
buen modelo para estudiar direccionamiento de proteínas vegetales a vacuolas (Gay and 
Raikhel, 1994) y que además, el transporte a vacuolas acídicas (lisosomas) en células 
animales es mediado por el receptor de manosa, sistema que no ha sido descrito en 
células vegetales (Alberts, 2008). La coexistencia de vacuolas de naturaleza acídica y no 
acídica ha sido también descriptos en la aleurona de cebada (Swanson et al., 1998), en 
células de mesófilo en empalizada y esponjoso de hojas de tabaco (Di Sansebastiano et 
al., 1998, Park et al., 2004), de poroto (Park et al., 2004) y en meristemas de raíz de 
plántulas de cebada y arveja (Olbrich et al., 2007); en cambio, en células de mesófilo de 
arabidopsis se observa un único tipo vacuolar (Park et al., 2004). El direccionamiento 
de proteínas recombinantes a estas vacuolas de reserva, sería otra posibilidad para la 
acumulación de proteínas recombinantes de interés. 
   
2. Descripción general de la vía secretoria en plantas. 
 
2.1 Los componentes de la vía secretoria 
 
En las células eucariotas, el sistema de membranas internas que delimitan 
distintos compartimientos dentro de la célula, excluyendo plástidos y mitocondrias, a 
menudo es denominado “sistema de endomembranas”. El mismo esta compuesto por 
organelas específicas, las cuales están principalmente especializadas en la producción y 
maduración de macromoléculas, su almacenamiento, degradación y reciclado. En 
términos generales las organelas que constituyen el sistema de endomembranas son: el 
Retículo Endoplásmico (ER, endoplasmic reticulum), el Aparato o Complejo de Golgi 
(GA, Golgi apparatus), Vesículas Secretorias (SV, secretory vesicles), distintas 
Vacuolas (Vs) y la Membrana Plasmática (Morré and Mollenhauer, 1974) (Figura 3). El 
ER comprende una red tridimensional de túbulos continuos y hojas que subyace a la 
membrana plasmática, distribuido en el citoplasma y en continuación a la envoltura 
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nuclear. La literatura clásica distingue tres tipos o subcompartimientos de ER: el 
rugoso, el liso y la envoltura nuclear. Sin embargo, hoy en día se sugiere una 
clasificación basada en los distintos dominios metabólicos, morfológicos u otros 
criterios (Staehelin et al., 1997). En plantas, el GA presenta muchas funciones y rasgos 
que son similares a lo observado en mamíferos, aunque también existen algunas 
características únicas. La mayor diferencia es en cuanto a estructura, mientras que en 
células de mamíferos el GA tiene una posición perinuclear casi estacionaria, en plantas 
esta dividido en apilamientos individuales, siendo el más próximo al ER denominado 
cis-Golgi, seguido del Golgi-medio y el más alejado conocido como trans-Golgi; al 
final se encuentra un red compleja de cisternas la cual se la ha llamado Red del trans-
Golgi (TGN, trans golgi network). Todas estas cisternas, en general, son consideradas 
funcionalmente independientes (Staehelin and Moore, 1995), ya que cada una puede 
describirse como una estructura polarizada en términos de morfología cisternal y 
actividad enzimática, cambiando gradualmente desde el cis- al trans-Golgi (Fichette 
Laine et al., 1999). Por otro lado, de manera más específica, en el sistema de 
endomembranas encontramos el Compartimiento Pre-Vacuolar (PVC, prevacuolar 
compartment) que esta definido como una organela que recibe las proteínas desde las 
vesículas secretorias y posteriormente las transporta a las vacuolas (Bethke and Jones, 
Figura 3:                    
Sistema de endomembranas general 
en la célula vegetal. Aparato o 
Complejo de Golgi (GA, Golgi 
apparatus), Retículo endoplásmico 
(ER, Endoplasmic Reticulum), 
Cuerpos Proteicos (PB, Protein 
body), Vacuola de almacenamiento 
de proteinas (PSV, Proteins 
storages vacuols) y Vesículas 
secretorias (SV’s, Secretory 
vesicles). Adaptado de Vitale y 
Pedrazini (2005) 
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2000). Basados en los sistemas de endomembranas de levaduras o mamíferos, este 
funciona además como organela intermediaria en la vía endocítica desde la membrana 
plasmática al Golgi (Lemon and Traub, 2000) así como también, ha sido identificado 
como el Compartimiento Pre-Lisosomal (PLC, prelisosomal compartment) (Duna et al., 
1986; van Deurs et al., 1993). En semillas en desarrollo de arveja, el cuerpo 
multivesicular (MVB, prevacuolar multivesicular body), que contiene proteínas de 
reservas, ha sido postulado con una función similar a PVC en el transporte hacia las 
vacuolas de almacenamiento de proteínas (PSV, Protein Storage Vacuols) (Robinson et 
al., 1998) (Otegui et al. 2006).  
 
Continuando con la descripción de las organelas que conforman el sistema, 
encontramos las vacuolas. Son el compartimiento clave en la célula vegetal, realizando 
muchas funciones vitales y esenciales para la planta, como por ejemplo mantienen la 
turgencia, homeostasis protoplasmática y, almacenan tanto metabolitos secundarios 
como proteínas que luego son degradadas para proveer carbono, nitrógeno y fuente de 
azufre tanto para el crecimiento como para el desarrollo de la planta (Marty, 1999). Las 
vacuolas tienen diferentes formas, tamaño, contenido y función; fueron descriptas 
inicialmente por observación microscópica y luego a través de análisis bioquímicos, en 
distintas plantas y tejidos. Como se mencionó anteriormente, a diferencia de las células 
de levadura o mamíferos, las plantas presentan al menos dos tipos de vacuolas 
funcionalmente distintas: vacuolas líticas, halladas mayormente en células vegetativas 
y, vacuolas PSV, descriptas inicialmente en cotiledones y endosperma de semilla (Hoh 
et al., 1995; Paris et al., 1996; Vitale and Raikhel 1999; Herman and Larkins, 1999) 
(Figura 3). El transporte de proteínas solubles y de membranas entre estas organelas 
esta mediado por distintas vesículas de transporte, donde cada una mantiene una 
composición única de su membrana y de las proteínas que transporta. Entre ellas 
podemos mencionar, las vesículas que median el transporte entre el ER y el GA, 
denominadas COP’s (COP-I y COP-II, coat protein complexes I y II, respectivamente) o 
también, las encargadas del transporte desde estas organelas y su destino final como las 
vesículas cubiertas de clatrina (CCV, Clathrin-Coated Vesicles), las vesículas PAC 
(Precursor Accumulating vesicles) descriptas en zapallo (Cucurbita maxima) (Hara-
Nishimura et al. 1998) y, las vesículas densas (DV, Dense Vesicles) (Hillmer et al. 
2001), entre otras (Vitale and Hinz 2005).  
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2.2. El transporte de moléculas en la vía secretoria 
 
Las proteínas dirigidas al sistema de endomembranas contienen una secuencia 
N-terminal llamado péptido señal (SP, Signal Peptide). Al iniciarse la traducción del 
mRNA, todas las proteínas nacientes se unen a ribosomas citosólicos libres; no 
obstante, aquellas que serán incorporadas en la vía secretoria, el SP interacciona con la 
partícula de reconocimiento de señal (SRP, signal recognition particle) y suspende o 
retarda la traducción hasta que el complejo ribosoma-mRNA-proteína naciente-SRP se 
une a un complejo en la membrana del ER, dirigiendo la proteína en síntesis hacia el 
lumen de este. Una vez que se establecieron estas interacciones, el SRP se suelta y el 
ribosoma reanuda la traducción (Walter et al., 1981). La secuencia SP es clivada ni bien 
ingresa al lumen del ER, esta remoción es esencial para el correcto plegado del dominio 
N-terminal de la nueva proteína. Los pasos siguientes son una cascada de interacciones 
entre la proteína en proceso de síntesis y las chaperonas que se encuentran en el lumen 
del ER que, no sólo estabilizan la estructura nativa de la proteína, sino también facilitan 
la formación de uniones disulfuro, incorporación de glicanos, etc. (Hartl, 1996; Fink, 
1999). 
 
Una vez completada la síntesis de la proteína, esta suele interactuar con 
receptores de la membrana y, en el sitio de interacción, se desencadena la formación de 
las vesículas COP-II que realizan el transporte anterógrado (hacia adelante) en la vía 
secretoria, transportando la proteína recién sintetizada desde el ER al GA. Estas 
vesículas se forman por polimerización del complejo de proteínas solubles de cubierta 
(COP’s) en los sitios de salida de la membrana del ER (ERES: endoplasmic reticulum 
exit sites). Las proteínas que no han alcanzado la estructura nativa y las proteínas 
residentes del ER, como las chaperonas, que suelen ser transportadas al GA, son 
recuperadas al ER por medio de otras vesículas denominadas COP-I en lo que se conoce 
como transporte retrógrado (hacia atrás). Sin embargo, si la proteína recién sintetizada 
no logra adquirir la estructura tridimensional correcta, permanece unida a BiP 
(immunoglobulin binding protein), una chaperona de la familia HSP (heat shock 
proteins) y se activa la respuesta UPR (unfolded protein response) por la cual, la 
proteína es exportada fuera del ER para ser degradada por el proteosoma. Los 
componentes que reconocen la secuencia SP, COPI, COPII, chaperonas y componentes 
de la respuesta UPR, están altamente conservados en eucariotas (Alberts, 2008).  
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La proteína recién sintetizada sigue su camino a través del GA y, la ausencia de 
otras señales de direccionaniento hace que sea secretada, camino conocido como default 
pathway (Denecke et al., 1990). Si la proteína es de membrana, suele tener un dominio 
transmembrana que la ancla al sistema de endomembranas (Vitale and Raikhel 1999). 
Si se trata en cambio, de una proteína cuyo destino final son vacuolas, presenta al 
menos una de las tres clases descriptas de señales de direccionamiento vacuolar (VSS, 
vacuolar sorting signals): determinantes secuencia específica (ssVSS: sequence specific 
VSS), secuencias C-terminales (ctVSS C-terminal determinants VSS), y/o determinantes 
físicos (psVSS: physical structure VSS) (Tabla 4). Las proteínas destinadas a vacuolas 
líticas son transportadas en CCV por una vía que atraviesa compartimientos 
prevacuolares líticos y en las que intervendría homólogos del receptor de 
direccionamiento vacuolar (VSR, vacuolar sorting receptor), como el receptor de arveja 
(Pea sativum) BP-80 / Arabidopsis thaliana-VSR1, que reconoce ssVSS como por 
ejemplo NPIRL/NPIXL en la proteína a ser transportada (Matsuoka and Neuhaus 1999, 
Vitale and Raikhel, 1999, Ahmed et al., 2000). Para el transporte a vacuolas de reserva 
Figura 4: Funcionamiento general de la vía secretoria. Las proteínas (puntos azul, naranja y 
verde)  llegan a LV desde el ER por una vía Golgi dependiente por medio de las vesículas CCV 
(flecha naranja), en cambio el transporte de proteínas a PSV desde el ER es por medio de las DV de 
manera Golgi dependiente (flecha azul) o, en el caso de semillas de zapallo (Curcubita maxima) por 
una vía golgi-independiente a través de las vesículas PAC (flecha verde). En células maduras, 
vacuolas (PSV y LV) se fusionan en la vacuola central (flechas violetas). Las referencias son citadas 
en el texto.
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tanto las presencia de determinantes ctVSS y/o psVSS serían importantes (Vitale and 
Hinz, 2005). Aunque existe evidencia que apoya la intervención de VSRs en este último 
mecanismo (Vitale and Hinz, 2005; Park et al., 2005; Nishimura et al., 2003) hay dos 
familias de receptores candidatos que apoyan distintos modelos y que deben ser 
revisados ya que los anticuerpos empleados reconocían más de una clase de receptores y 
por otro lado, se ha propuesto que los mecanismos de transporte no solo serian especie 
específicos sino también tejido específicos.  
 
2.3 Otras proteínas importantes en la vía secretoria 
 
La chaperona mejor caracterizada, tanto en células en animales como plantas, es 
la proteína glucosa-regulada 78 (GRP78) de la familia de HSP70, comúnmente llamada 
Proteína de Unión o BiP, como fuera mencionada en la sección anterior (Boston et al., 
1996). En plantas, la interacción con BiP se ha descrito principalmente en el contexto de 
proteínas de almacenamiento en semillas, como la faseolina de arveja y prolamina de 
cereales. Se ha mostrado que la interacción del monómero de faseolina naciente con 
BiP, ayuda al ensamblado en trímeros (Vitale et al., 1995). En endosperma de arroz, 
Referencias: (VSS, vacuolar sorting signals): determinantes secuencia especifica (ssVSS: sequence 
specific VSS), secuencias C-terminales (ctVSS C-terminal determinants VSS), y/o determinantes físicos 
(psVSS: physical structure VSS) en proteínas de reserva y su localización subcelular nativa: PSV 
(proteins storage vacuols) o LV (litic vacuols). Adaptado de Vitale and Hinz (2005), Vitale and Raikhel 
(1999) y Matsuoka and Neuhaus (1999). 
Tabla 4. Distintas señales de direccionamiento vacuolar identificadas.  
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BiP fue encontrada asociada con prolaminas desde el inicio hasta el final de la 
maduración y deposición dentro de los cuerpos proteicos (PB) (Li et al., 1993). Todavía 
se desconoce si BiP participa en la formación de los cuerpos de prolamina promoviendo 
la agregación de la proteína o solamente asistiendo al plegado, ya que desde el inicio 
BiP ha sido detectado en la periferia de los cuerpos de prolamina pero no dentro. Otra 
chaperona importante en la vía, es la que cataliza la formación de los puentes disulfuro 
intra e intercatenarios y que a menudo son requeridos para el correcto plegado de las 
proteínas. Aunque el entorno oxidante del lúmen del ER promueve este proceso, por si 
mismo no es suficiente. Por lo tanto, existe la chaperona PDI (protein disulfide 
isomerase), residente en ER, que cataliza la formación de uniones disulfuro entre los 
residuos de cisteína (Freedman, 1989). Como la mayoría de las chaperonas, PDI ha sido 
mas extensivamente estudiada en células de animales. Llama la atención que esta 
chaperona tiene una concentración muy alta en células de animales alcanzando hasta un 
0.4% de las proteínas celulares totales (Noiva and Lennarz, 1992). 
 
Por otro lado, encontramos las proteínas ligadas a membrana calreticulina y 
calnexina, son dos lectinas estrechamente relacionadas a proteínas residentes del ER, 
que fueron identificadas inicialmente en animales (Helenius et al., 1997). Estas, se 
asocian al péptido naciente desde el comienzo del proceso de plegamiento. Al igual que 
BiP y otras chaperonas, sirven como anclas de retención para prevenir la salida del ER 
de las glicoproteínas desplegadas o mal plegadas, siendo un claro ejemplo de control de 
calidad de las chaperonas del ER. Mientras que BiP se liga a regiones hidrofóbicas, 
calnexina y calreticulina lo hacen específicamente a glicoproteínas que poseen glicanos 
N-ligados, plegadas incompletamente. A menos que estén correctamente plegadas, 
calnexina y calreticulina retienen la glicoproteínas reciclándola dentro del lumen del 
ER. Varios homólogos de estas dos lectinas fueron identificadas en diferentes plantas, 
como espinaca (Menegazzi et al., 1993), maíz (Kwiatkowski et al., 1995; Napier et al., 
1995), arabidopsis (Huang et al., 1993; Nelson et al., 1997), y arveja (Hassan et al., 
1995). 
 
En la actualidad, varios de los receptores que se unen a los determinantes 
específicos de direccionamiento vacuolar (VSR, vacuolar sorting receptors), han sido 
identificados. Por ejemplo, la proteína transmembrana tipo I (BP-80) de arveja que 
fuese citado anteriormente, como receptor de direccionamiento vacuolar putativo 
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(Kirsch et al., 1994). Curiosamente, BP-80 no se une a proteínas que contienen 
determinantes C-terminal de direccionamiento vacuolar (Kirsch et al., 1994), dando una 
fuerte evidencia sobre la existencia de dos vías separadas a vacuola dependiendo de la 
secuencia de direccionamiento de la proteína. Sin embargo, en arabidopsis se mostró 
que el At-VSR-1 interacciona con determinantes ubicados en el extremo C-terminal de 
proteínas de reserva y que el knock-out produce la secreción de estas proteínas por lo 
que este receptor podría intervenir en el transporte tanto a vacuolas líticas como a PSV 
(Shimada et al., 2003). A este receptor también se le ha asignado un rol en la 
movilización de proteínas durante la germinación (Wang et al., 2007). Además de la 
familia de los VSRs, que en Arabidopsis tiene siete miembros, hay otro grupo de 
receptores denominados RMR (Receptor homology-transmembrane-RING H2) que 
participa en el transporte a vacuolas (Jiang et al., 2000; Jiang and Rogers 1998; 
Shimada et al., 2003). También, el transporte de proteínas a vacuolas parece depender 
de varios factores incluyendo propiedades intrínsecas del polipéptido, el determinante 
vacuolar y la vacuola blanco (Castelli and Vitale 2005, Holkeri and Vitale 2001, Park et 
al. 2007; Craddock et al. 2008). Asimismo, el descubrimiento de las distintas proteínas 
intrínsecas del tonoplasto (TIP, tonoplast intrinsic proteins), ha permitido avanzar en el 
estudio de la función y biogénesis de las vacuolas, ya que las mismas son empleadas 
como marcadores de los distintos tipos vacuolares (Johnson et al., 1989; Hofte et al., 
1992). Así, γ-TIP es encontrada abundantemente en el tonoplasto de vacuolas líticas, α-
TIP se halla específicamente en vacuolas PSV, en tejidos de almacenamiento, mientras 
que tejidos vegetativos las membranas que rodean a las PSVs contienen δ-TIP (Neuhaus 
and Rogers, 1998). Sin embargo, las distintas TIPs no se distribuyen de la misma 
manera en diferentes tejidos y especies por lo que se requiere de un mayor conocimiento 
de su distribución para poder identificar fehacientemente los distintos tipos vacuolares 
(Bethke and Jones 2000, Bethke et al. 1998).   
 
3. N-glicosilación en plantas 
 
3.1. Maduración de N-glicanos dentro de la vía secretoria 
 
La mayoría de las proteínas de superficie y secretorias de las células están glicosiladas; 
por ello, la N-glicosilación es la mayor modificación post-traduccional en proteínas. Sin 
embargo, no todos los sitios de N-glicosilación son utilizados, estimándose que el 10-
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30% de los sitios potenciales no son glicosilados, principalmente debido a rasgos 
estructurales (Dwek, 1996). La glicosilación de proteínas es un proceso temprano que 
ocurre co-traduccionalmente (Bollini et al., 1983) comenzando con la transferencia de 
un polisacárido precursor Glc3Man9GlcNAc2, derivado de un lípido dolicol anclado a la 
membrana del ER, al polipéptido naciente (Lis and Sharon, 1993). El precursor es 
adicionado al residuo de asparagina del péptido específico Asn-Xaa-Ser/Thr, donde Xaa 
puede ser cualquier aminoácido excepto prolina y ácido aspártico (Kornfeld and 
Kornfeld, 1985). La transferencia está catalizada por la oligosacaril-transferasa y, el 
proceso continúa con una cascada de modificaciones no sólo en el lumen ER, sino 
también en GA, en la vacuola y eventualmente en el apoplasto (Figura 5). Una de estas 
modificaciones es la eliminación de tres unidades de glucosa, catalizada por glucosidasa 
I y II ubicadas en el lumen del ER (Lerouge et al., 1998) y que producen un 
oligosacárido denominado “rico en manosa”, terminología empleada para todas aquellas 
formas que tienen entre cinco y nueve manosas. La eliminación de manosas empieza en 
el ER generándose las glicoformas ricas en manosa Man9GlcNAc2 y Man8GlcNAc2 
(Man9-Man8) (Gomord et al. 2004, Lerouge et al. 1998a). Como se ilustra en la Figura 
5, las modificaciones posteriores tienen lugar en el GA donde el oligosacárido es 
reducido a tres manosas terminales y posteriormente se inicia la incorporación de 
nuevos residuos glucocídicos por acción de las N-acetilglucosaminil-transferasas I y II 
(GNT I/II) que agrega una molécula de GLcNAc en cada extremo de los dos brazos del 
glicano (glicano denominado biantenario). Un rasgo especifico de las glicoproteínas de 
plantas es la fucosilación α(1,3) y xilosilación β(1,2) del armazón de Man3GlcNAc2 
catalizado por la α(1,3)-fucosiltransferasa (α(1,3)-FucT; Staudacher et al., 1995) y 
β(1,2)-xilosiltransferasa (β(1,2)-XylT; Zeng et al., 1997), ocurre en el trans-GA. La 
adición de estos dos últimos azúcares no ocurre en mamíferos, aunque si se produce una 
fucosilación α(1,6) y además, la adición de galactosa y ácido siálico en los extremos de 
ambos brazos del glicano biantenario (Raju et al., 2000). Una posterior modificación de 
los oligosacáridos unidos a la proteína puede ocurrir en el espacio extracelular o en la 
vacuola. En esta última, los dos residuos N-acetilglucosamina son removidos (Vitale 
and Chrispeels, 1984) y, la glicoforma vacuolar generalmente queda con la estructura 
Man3(Xyl)(Fuc)GlcNAc2  (Gomord et al., 2004, Lerouge et al., 1998) (Figura 5).  
 
Otras estructuras de glicanos se han caracterizado en suspensiones celulares de 
Vaccinium myrtillus (Melo et al., 1997; Fitchette-Lainé et al., 1997) conteniendo un 
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epitope conocido como Lewisa (Lea), el mismo corresponde a la adición de un motivo 
Galβ(1-3)[Fucα(1-4)] a uno o ambos residuos GlcNAc del glicano biantenario (Figura 
5). En mamíferos, la estructura de Lewisa se conoce como responsable del 
reconocimiento célula-célula (Feizi, 1993) y, de participar en los grupos histológicos 
sanguíneos (Henry et al., 1995). Los motivos de Lewisa son agregados en el trans-Golgi 
y por lo tanto presentes en la mayoría de glicoproteínas extracelulares. Esta forma de N-
Figura 5: Procesamiento de N-glicanos en la vía secretoria de plantas, desde el ER, A. de Golgi al 
apoplasto o vacuolas. En cada flecha se indica la o las enzimas que participan en la reacción. Man: 
manosa, Fuc: fucosa, Xil: xilosa y Gal: galactosa. Para más referencias ver en el texto. Adaptado de 
Gomord et al., 2010. 
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glicanos no se encuentra en la mayoría de las proteínas vacuolares indicando que es 
probablemente hidrolizada por glicosidasas ubicadas en la via de transporte a la vacuola 
o bien dentro de ella (Fitchette et al., 1999). Curiosamente, el glicano de Lewisa no se 
halla en todas las plantas, en la familia  Cruciferae (coliflor, nabo y rábano) no se 
produce una cantidad detectable de glicoproteínas que lleven el glicano de Lea (Fitchette 
et al., 1999). La presencia del glicanos de Lea junto con la de residuos de xilosa β1,2 y 
fucosa α 1,3 (modificaciones ausentes en mamíferos) podría transformar a las 
glicoproteínas, producidas en plantas, en immunogénicas y/o alergénicas (Bardor et al. 
2003, Gomord et al. 2005, van Ree et al. 2000). 
 
3.2. El impacto de la N-glicosilación en el plegado y actividad de las 
proteínas 
 
La N-glicosilación puede influir en el plegado, solubilidad, estabilidad y 
actividad de las proteínas. Para probar este impacto, se han utilizado diferentes 
enfoques, como el uso del antibiótico tunicamicina que inhibe la síntesis del precursor 
de glicanos (Faye and Chrispeels, 1989) o, el estudio de glicoproteínas donde el sitio de 
N-glicosilación ha sido removido por mutagénesis sitio dirigida. Varias proteínas 
candidato, han sido secretadas bajo estas condiciones (Ravi et al., 1986; Faye and 
Chrispeels, 1987; Driouich et al., 1989; Cordewener et al., 1991; Duranti et al., 1995), 
en lugar de ser retenidas en el ER (Faye and Chrispeels, 1987) o han formado agregados 
(Ceriotti et al., 1998). Sin embargo en algunos casos las proteínas no-glicosiladas 
fueron correctamente dirigidas y permanecieron activas (Sonnewald et al., 1990; 
Wilkins et al., 1990; Bustos et al., 1991; Santino et al., 1992). Estas diferencias, 
demuestran que la N-glicosilación es crucial para el plegado, el direccionamiento y la 
actividad pero es dependiente de tipo de glicoproteína. De hecho, se ha demostrado que 
la síntesis de la chaperona BiP, aumenta cuando se aplica tunicamicina en células de 
planta (Denecke et al., 1991; D’Amico et al., 1992; Koizumi, 1996) y, que la asociación 
de BiP ocurre aún en proteínas sin glicanos (Pedrazzini et al., 1997). Este incremento en 
los niveles de la chaperona, es generalmente observado en presencia de polipéptidos 
anormales (Gillikin et al., 1997) indicando que la inducción de la síntesis de BiP, bajo 
tratamiento de tunicamicina, refleja la acumulación de proteínas mal plegadas en el ER 
(Ceriotti et al., 1998). De hecho, ha sido propuesto que la falta de glicanos produce una 
falla en el plegado correcto y subsecuentemente degradación (Pedrazzini et al., 1997). 
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El efecto de la N-glicosilación en la estabilidad y actividad son dependientes de 
la proteína en cuestión. Algunas glicoproteínas recombinantes que han sido expresadas 
en bacterias como un derivado a-glicosilado sin pérdida significativa de actividad 
(Rosenberg et al., 1984). Sin embargo, esto es diferente para otras glicoproteínas, donde 
se ha observado que al expresar glicoproteínas en E. coli dicha actividad decrece o es 
nula (Phillippy and Mullaney, 1997). Estudios más precisos en glicoproteínas con el 
sitio de glicosilación mutado, han sido realizados en sistemas heterólogos mostrando el 
efecto de las mutaciones en los sitio específicos de N-glicosilación con el plegado, 
tráfico y actividad de la proteína. Por ejemplo, Eckhadrt y colaboradores (2002) 
mostraron que la falta de la Asn-312 en el sitio de glicosilación de la galactosilceramida 
sulfotransfera murina, producía niveles muy bajos de acumulación de la misma. 
Además, que cuando el residuo de Asn-66 del mismo sitio era mutado, se observaba una 
reducción del 50% de la actividad in vitro de la proteína (Eckhardt et al., 2002). Otros 
estudios, demuestran que la sustitución del sitio Asn-286 en la Tripeptidil-peptidasa I 
humana, dramáticamente afectaba el plegado de la enzima resultando la perdida de 
actividad y estabilidad a pH. Sin embargo, la sustitución de cualquiera de los otros 
posibles sitios de glicosilación, no afectaba ninguna de estas características (Wujek et 
al., 2004). Por lo tanto, la N-glicosilación influye en el plegado de algunas 
glicoproteínas pero no de todas. .En el caso de proteínas terapéuticas la glicosilación 
suele ser un factor determinante de la duración de la vida media en sangre y la ausencia 
de ácido siálico (modificación que no se produce en plantas) acelera la captación y 
eliminación en orina (Paccalet et al. 2007). 
 
3.3 Alergenicidad de glicanos de plantas 
 
A pesar de que las plantas producen proteínas que poseen N-glicanos complejos 
con un armazón de trimanosas (Man3GlcNAc2) semejante a mamíferos, este armazón 
está frecuentemente sustituido con residuos de xilosa ligados por uniones β1,2 y/o 
residuos de fucosa ligados por uniones α 1,3 , contrario a lo que ocurre en células de 
mamíferos en donde los residuos de fucosa están unidos por uniones α 1,6 (Lerouge et 
al. 1998). La presencia de estos glicanos, tanto como las estructuras Lewisa, han 
llamado la atención de numerosos científicos a causa del potencial riesgo de una 
reacción alérgica que implicaría la inyección de biofármacos producidos en plantas. Se 
ha demostrado, que α(1,3)-fucosa y β(1,2)-xilosa constituyen el epitope de unión a IgG 
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y por lo tanto es potencialmente alergénico (Faye and Chrispeels, 1988; Garcia-Casado 
et al., 1996; Van Ree et al., 2000). La inmunización de cabras (Kurosaka et al., 1991) y 
conejos (Faye et al., 1993) se ha llevado a cabo para la producción de anticuerpos 
específicos contra los epitopes de glicanos conteniendo β(1,2)-xilosa y α(1,3)-fucosa. 
Adicionalmente, estudios realizados recientemente demuestran que estos glicanos 
específicos de plantas, además de producir la reacción de unión a epitopes IgG, 
desencadenan la liberación de histaminas por células basófilas humanas en algunos 
pacientes. Contrariamente, los resultados de Chargelegue y colaboradores, sugieren que 
al inyectar ratones BALB/c con un anticuerpo monoclonal producido en plantas de 
tabaco, conteniendo estos glicanos específicos, los mismos no fueron inmunogénicos 
(Chargelegue et al., 2000) aunque también se ha informado que los ratones no serían un 
buen modelo para estudiar la respuesta inmune a carbohidratos (Jin et al. 2006) y que se 
obtienen resultados diferentes al emplear conejos (Jin et al. 2008). Estos datos 
demuestran que es necesario realizar más investigaciones sobre las glicoproteínas 
terapéuticas producidas en plantas, en cuanto a la inmuno-alergenicidad característica 
requerida para la industrialización. 
 
4. La semilla como órgano de almacenamiento 
 
4.1 Estructura general de las semillas 
 
Las semillas de plantas se clasifican en tres grandes categorías de acuerdo a su 
estructura: semillas monocotiledóneas (por ejemplo cereales), semillas dicotiledóneas 
endospérmicas (ejemplo tomate, tabaco y cebolla) y, semillas dicotiledóneas no-
endospérmicas (A. thaliana, legumbres). Estructuralmente las semillas poseen un 
embrión con uno o dos cotiledones (de ahí la denominación monocotiledóneas o 
dicotiledóneas, respectivamente), el endosperma, el tejido aleurónico (que puede 
comprender una o varias capas de células) y, la cubierta de la semilla o testa. El mayor 
rol del endosperma es la provisión de nutrientes al embrión (Lopes and Larkins, 1993). 
En semillas dicotiledóneas no endospérmicas, el embrión ocupa la mitad del volumen 
de la semilla y esta rodeada por 3 a 5 capas de células de endosperma (Figura 6a). En 
semillas de legumbres, el endosperma es muy reducido y se encuentra en la periferia 
(Figura 6b); de hecho, durante la maduración de la semilla, los dos cotiledones absorben 
la mayoría de los nutrientes del endosperma, hasta que finalmente constituyen la casi 
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totalidad de la semilla (Marinos, 1970). Contrariamente, las plantas dicotiledóneas 
muestran un tejido endospérmico prominente que representa el 90% de la semilla y un 
pequeño embrión (Figura 6c). Todos los tejidos de semillas tienen como función el 
almacenamiento (conteniendo minerales, proteínas, almidón y triglicéridos). Las 
semillas de legumbres pueden contener hasta un 45% de su peso seco de proteínas, 
mientras que las de cereales contienen solo el 16% siendo su principal reserva los 
hidratos de carbono. 
 
En las semillas de distintas especies vegetales, se han descrito dos clases 
diferentes de órganos de reserva: los cuerpos proteicos (PB), que son típicos de cereales 
y, las vacuolas de reserva PSV (Figura 3). Estos compartimentos aunque tienen la 
característica de acumular proteínas de reserva son diferentes entre si: los PB son 
Figura 6: Ilustración de la anatomía de semillas de tres diferentes clases de plantas. (A) corte de 
sección semilla de Medicago trunculata (dicotiledónea no endospérmica, (B) corte de sección de 
semilla de Nicotiana tabacum (dicotiledónea endospérmica) y (C), corte de sección de semillas de 
Oriza sativa (monocotiledónea). PS indica tallo plumulado, RAD: radícula, SC: cubierta de la semilla, 
COT. cotiledón, en: endosperma y em: embrión. Adaptado de  Tomlinson y col. (2004). 
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derivados del ER por lo que tienen en su superficie ribosomas y acumulan proteínas que 
se insolubilizan (prolaminas) en el ER por lo que no pueden ser transportadas; en 
cambio, los PSV carecen de ribosomas y suelen almacenar globulinas (Herman and 
Schmidt, 2004; Herman, 2008) (Figura 3). 
 
4.2 Proteínas de almacenamiento de semillas 
 
4.2.1 Clasificación de proteínas 
 
Las proteínas de almacenamiento de semillas se acumulan en niveles altos en 
tejidos específicos, como endosperma y cotiledones siendo su principal función 
biológica la de constituir una reserva de carbono y nitrógeno al ser empleada durante la 
germinación y primeros estadíos de desarrollo de la plántula hasta que los órganos 
fotosíntéticos sean funcionales. Las mismas se integran al sistema de endomembranas 
por la inserción co-traduccional en el lumen del ER, siguiendo diferentes rutas hasta su 
destino final (Müntz, 1998). En 1924, Osborne clasificó a las proteínas de 
almacenamiento de acuerdo a su solubilidad en distintos solventes: en agua (albúminas), 
soluciones salinas (globulinas), mezclas de alcohol/agua (prolaminas) y soluciones 
ácidas o alcalinas (gluteínas). Mientras que las albúminas y globulinas son ampliamente 
distribuidas en semillas de dicotiledóneas, las prolaminas son específicamente 
encontradas en cereales. Las albúminas son generalmente proteínas globulares y en 
muchos casos corresponden a proteínas que actúan en la defensa de la semilla como 
inhibidores de tripsina, hemaglutininas, etc (Muntz, 1996; 1998). Las globulinas 
representan la más extensa distribución de proteínas de almacenamiento, encontrándose 
tanto en monocotiledóneas como en dicotiledóneas y aunque estructuralmente son 
similares son clasificadas bases a su coeficiente de sedimentación: globulinas 7S y 11S. 
Entre las globulinas 11S podemos mencionar la glutelina de arroz (Oriza sativa), 
triticina de trigo (Triticum aestivum), legumina de arveja (Pisum sativum) y, las 
glicininas de soja (Glycine max) caracterizándose también por presentar una estructura 
polimórfica. Entre las globulinas 7S se encuentran la faseolina de frijol (Phaseolus 
vulgares), vicilina del frijol ancho (Vicia faba) y cruciferinas de semillas de colza 
(Brassica napus) (Shewry and Casey, 1999) Las globulinas 7S suelen estar glicosiladas 
(Müntz, 1998). De las tres clases de proteínas de almacenamiento, las prolaminas, que 
se encuentran en hierbas y cereales, representan la mayoría de las proteínas en cereales, 
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alcanzando hasta un 50% del contenido de proteínas (Boyer et al., 1992). La excepción 
es el  arroz, en donde el 75-80% de sus proteínas de almacenamiento son globulinas, 
(Zheng et al., 1995). 
 
4.2.2 Tráfico y deposición de proteínas de reserva en semillas 
 
Como se menciona en la sección anterior, la función de las proteínas acumuladas 
en la semilla es proveer fuente de carbón, nitrógeno y azufre para la germinación de la 
plántula. Las mismas, son transportadas a través de rutas específicas en el sistema de 
endomembranas, que difieren del seguido por las proteínas cuyo destino final es 
vacuolas líticas (Müntz, 1998). Las albúminas y globulinas se mueven desde el lumen 
del ER hasta el Golgi desde donde son transportadas a PSVs, en las vesículas densas 
(DV) (Hohl et al., 1996). Sin embargo, en semilla de zapallo se observa una excepción a 
esta regla ya que las globulinas 11S y albúminas 2S son transportadas en las vesículas 
PAC que se desprenden directamente del ER (Hara-Nishirama et al., 1998). Tanto las 
globulinas 7S como 11S forman trímeros (homo y heterotrimeros) en el ER y los 
trímeros son incluidos en las vesículas COP II que las transportan al AG (Jung et al. 
1998; Jung, et al., 1998, Otegui et al. 2006b; Park et al. 2004). En su tránsito a la 
vacuola de almacenamiento de semilla, sufren un clivaje proteolítico mediante las 
enzimas de procesamiento vacuolares (VPE) lo que genera las formas maduras de las 
globulinas 7S y 11S y que, en el caso de las globulinas 11S desencadena la formación 
de estructuras hexaméricas (Hara-Nishirama et al., 1991; 1993; Jung et al., 1998; 
Otegui et al., 2006). En semillas de cereales, las globulinas son depositadas en PSV 
luego de pasar por el Golgi, siguiendo la ruta descripta anteriormente, en cambio las 
prolaminas, se depositan directamente en el lumen del ER, dando origen a los llamados 
cuerpos proteicos (PB). (Arcalis et al. 2004, Pompa and Vitale 2006). La formación de 
uniones disulfuro en el ER juega un rol importante en la acumulación de prolaminas 
(Kawagoe et al. 2005). 
 
En secciones anteriores se describieron algunas de las características que 
presentan las proteínas que son dirigidas a vacuolas de reserva y líticas que muchas 
veces funcionan como señales de direccionamiento discretas (Vitale and Hinz 2005). 
Sin embargo, es de destacar, que la alta tendencia de las proteínas de reserva a la 
agregación y la identificación de múltiples determinantes de direccionamiento vacuolar 
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han llevado a remarcar las características moleculares particulares de estas proteínas 
como un factor importante para su direccionamiento correcto (Castelli and Vitale 2005, 
Holkeri and Vitale 2001, Mori et al. 2009, Nishizawa et al. 2006; Foresti et al., 2008). 
También es importante enfatizar que cuando estas proteínas son sintetizadas en hojas 
inducen la formación de estructuras que no se encuentran en condiciones normales (no 
transgénicas) (Hayashi et al. 1999). Teniendo en cuenta que la mayor parte de las 
globulinas de reserva son transportadas a vacuolas por una vía Golgi dependiente, en 
este trabajo se planteó la identificación de determinantes de direccionamiento vacuolar 
de una globulina 11S para utilizar esa señal como una estrategia para direccionar 
efectivamente una proteína de interés a órganos de reserva. 
 
Por otro lado, teniendo en cuenta las diferentes rutas de transporte a vacuolas 
descriptas en semillas y, las ventajas que podría tener la acumulación de una proteína de 
interés en este órgano (que ya han sido mencionadas en secciones anteriores), se planteó 
también el estudiar el transporte y acumulación de un anticuerpo completo en semillas 
de tabaco. 
 
 
 
OBJETIVOS
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OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO  
 
La utilización de plantas como biorreactores, en la producción de proteínas de 
interés, como vimos en secciones anteriores, presenta como principales inconvenientes 
que los niveles de acumulación logrados hasta ahora son muy bajos (menos de 1% de la 
proteína soluble total (Stoger et al., 2005; Ma et al., 2005; Petruccelli et al., 2006) y, 
que el conocimiento de las modificaciones postraduccionales es escaso. Se ha propuesto 
que la hidrólisis de la proteína heteróloga podría ser uno de los factores que determina 
esos bajos niveles de acumulación. Las células vegetales poseen además de las vacuolas 
líticas, organelas con capacidad de almacenar proteínas y que han sido descriptos en 
distintos tejidos y células en diversas condiciones fisiológicas (Paris et al., 1996; Di 
Sansebastiano et al., 1998; Hayashi et al., 1999). En este trabajo se plantea el tratar de 
aportar una solución al problema de la hidrólisis de la proteína de interés a través su 
direccionamiento a organelas donde podría almacenarse de manera estable. Por ello, se 
estudiará por un lado el empleo de la secuencia KDEL, que en hojas determina que la 
proteína de interés se acumule en el retículo endoplásmico, pero que en órganos de 
reserva podría dirigir a vacuolas de reserva de proteínas (PSV). Por otro lado, teniendo 
en cuenta que el mecanismo que determina el direccionamiento de proteínas de reserva 
a PSV aún se encuentra en etapas de esclarecimiento se estudiará si secuencias 
derivadas de una globulina 11S de amaranto (Amaranthus hipocondriacus) pueden 
emplearse con esta finalidad. 
 
 
OBJETIVO GENERAL  
 
El objetivo general de este plan de Tesis es tratar de incrementar los niveles de 
acumulación de una proteína foránea por direccionamiento a vacuolas de reserva en 
hojas y semillas.  
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OBJETIVOS ESPECIFICOS  
 
 Estudiar el direccionamiento de un anticuerpo catalítico con y sin fusión 
a la señal KDEL en distintos órganos. 
 
  Analizar si existen diferencias en las modificaciones post-traduccionales 
de este anticuerpo fusionado a dos señales de direccionamiento, 
cuando se expresa en semilla. 
 
 Evaluar la eficiencia de las señales KISIA o GNIFRGF, derivadas de la 
globulina 11S de amaranto, para dirigir las proteínas reporteras 
GFP-GUS a vacuolas en plantas como otra alternativa de señal de 
direccionamiento. 
 
 
MATERIALES
Y
MÉTODOS
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MATERIALES Y METODOS 
 
 
1. Materiales 
 
1.1 Reactivos químicos 
 
Durante el desarrollo de este trabajo se usaron reactivos de grado analítico de: 
 Merck (Darmstadt, Alemania). 
 Sigma (St. Louis, EE.UU.). 
 Fluka (Buchs, Suiza). 
 Carlo Erba (Milán, Italia). 
 Mallinkrodt (New York, EE.UU.). 
QIAGEN Inc. (Valencia, EE.UU.) 
 
  
Las drogas y enzimas empleadas en los experimentos de Ingeniería genética 
fueron de grado Biología Molecular de: 
Sigma (St. Louis, EE.UU.) 
Boehringer Mannheim (Mannheim, 
Alemania) 
Stratagene (La Jolla, EE.UU.) 
Promega (Madison, EE.UU.) 
Invitrogen (Carlsbad, CA) 
New England Biolabs, NEB (Beverly, 
EE.UU.) 
Gibco BRL (Gaithersburg, EE.UU) 
PIERCE (Pierce Biotechnology, 
Rockford, Illinois EEUU) 
 
1.2 Medios de cultivos para bacterias 
 
Medio Luria-Bertani (LB): Triptona 10 g/L; Extracto de levadura 5g/L; NaCl 
0,09 M; Glucosa 5,5.10-3M. Para lograr medios sólidos de cultivo se adicionó 15 g/L de 
agar (Merck). 
Medio YEB: Triptona 10 g/L; Extracto de levadura 5g/L; Extracto de carne 
5g/L; NaCl 0,09 M; Glucosa 5,5.10-3M. Para lograr medios sólidos de cultivo se 
adicionó 15 g/L de agar (Merck). 
Medio PSI: Extracto de levaduras 5 g/L; Triptona 20 g/l; MgSO4 5 g/L; se ajusta 
el pH=7,0. 
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Medio SOC: Triptona 20 g/L; Extracto de levaduras 5 g/L; NaCl 0,6 g/L; KCl 
0,2 g/L; MgCl2 0,95 g/L; MgSO4 1,2g/L; Glucosa 3,6 g/L. 
 
1.3 Soluciones de antibióticos empleadas 
 
Para selección de  bacterias: todas las soluciones stock se prepararon a una 
concentración 1000 veces superior (1000X) a la de trabajo  en agua excepto para los 
antibióticos tetraciclina y cloranfenicol  para los que se empleó etanol 70%. En el caso 
de carbenicilina la solución stock fue 500X. Las concentraciones de las soluciones stock 
fueron: , Estreptomicina (Str) 50 mg/ml, Carbenicilina (Carb ) 250 mg/ml,. Ampicilina 
(Amp), 50 mg/ml; Tetraciclina (Tc)  10 mg/ml,  Kanamicina (Kan) 50 mg/ml; 
Cloranfenicol (Chl) 30mg/ml; Gentamicina (Gn) 50 mg/ml.  
Para selección de tejido vegetal: Kanamicina (Kan) Solución stock 1000X=100 
mg/ml en H2O, Higromicina B solución stock 1000X=50mg/ml en H2O. 
 
1.4 Cepas bacterianas 
 
En primera instancia se utilizaron bacterias competentes químicas de 
Escherichia coli DH5α para clonar y amplificar las construcciones obtenidas y, 
posteriormente Agrobacterium tumefaciens  cepa GV3101 electrocompetentes, para 
realizar agroinfiltraciones (expresión transitoria)  o LBA 4404 electrocompetentes en la 
transformación de discos de hojas (expresión estable).  
 
1.5 Vectores plasmídicos utilizados 
 
1.5.1 Vectores de clonado: Como vector de clonado se utilizó el plásmido 
pRTL202 (Carrington et al., 1991), el cual posee el péptido señal de la cadena pesada de 
una inmunoglobulina secretoria de ratón (SP) (Figura 1). 
 
1.5.2 Vectores binarios: Para las transformaciones mediadas por agrobacterias, 
se utilizó el vector binario pBLTi 121 (Gomord et al., 1996) derivado del vector pBI121 
(Pagny et al., 1996)(Figura 2). 
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1.6 Primers utilizados 
 
Los primers utilizados (Tabla 1) son específicos para amplificar el gen smRS-
GFP con fusión a las señales de amaranto, en rojo se marcan los sitios de restricción 
incorporados, en negritas la región complementaria al extremo 5’ de GFP y, en formato 
itálico y negritas las secuencias incorporadas para las señales KISIA (AmhCt) y 
NIFRGF (AmhH1N). El producto de amplificación es de aproximadamente 600bp. 
 
pRTL202
3878 bps
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
NdeI,183
NarI,235
HindIII,399
SphI,405
PstI,411 633
XbaI
BamHI
SmaI
XmaI
KpnI
PstI
657
NcoI,699
EcoRI,848
XhoI,853
EcoRV,948
HincII,1570
PstI,1576
SphI,1582
HindIII,1588
SapI,1823
AflIII,1994
Eam1105,2882
BsaI,2954
Cfr10,2967
ScaI,3365
SspI,3689
AatII,3805
LacZ
35SpolyA
peptido
TEVlider'
2E-35Spr
LacZ
pLacLacI
ColE1
Amp
pBla
Figura 1: vector pRTL202 (Carrington et al., 1991) 
Figura 2: vector binario pBLTi 121 (Gomord et al., 1996) 
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1.7 Proteínas fluorescentes utilizadas 
 
La proteína verde fluorescente utilizada smRS-GFP (soluble membrana red 
shifted GFP) fue aislada por PCR desde el plásmido pCD3-327 (Davis and Vierstra, 
1998). La misma presenta un rango de excitación a 470-490nm (máx. a 488nm), con un 
pico máximo de emisión detectado con filtro 505-550nm. 
La proteína roja fluorescente, mCherry-γ-TIP (Nebenfuhr et al., 2007). Presenta 
un rango de excitación 530-560nm (máx. a 545nm), con un pico máximo de emisión 
detectado con filtro 590-620nm. 
 
2. Metodologías 
 
2.1 Minipreparación de DNA plasmídico 
 
La purificación de DNA plasmídico se realiza mediante el método de lisis 
alcalina (Birnboim and Doly, 1979), con modificaciones. Una alícuota de 1.5 ml de 
cultivo bacteriano crecido ON en agitación, se centrifuga a 14000 rpm durante 1 minuto 
(este procedimiento se puede repetir hasta tres veces). El precipitado obtenido se 
resuspende en 300 µl de Solución I (25 mM Tris-HCl pH 8; 50 mM glucosa; 10 mM 
EDTA) con lisozima a una concentración final de 0,5mg/ml. Seguido, se agregan 300 µl 
de Solución II (0,2 N NaOH; 1 % v/v SDS) y se incuba en agua-hielo durante 5 
minutos. Luego se neutraliza con 300 µl de Solución III (3M acetato, 5M potasio pH 
4.8) y se  incuba en agua-hielo durante 5 minutos. Se realiza una centrifugación a 14000 
rpm por 15 minutos. Al sobrenadante obtenido se le agrega RNAsa A, a una 
concentración final de 20 µg/ml, incubando luego a 37°C por 10 minutos. 
Posteriormente se realizan dos extracciones con 1 volumen de cloroformo para eliminar 
proteínas y se precipita el DNA plasmídico presente en la fase acuosa por el agregado 
de 0,7 volúmenes de isopropanol. Se centrifuga por 10 minutos a 14000 rpm. El 
Tabla 1: Primers utilizados para amplificar GFP. 
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precipitado obtenido se lava con etanol 70 % y por último se resuspende en 20 µl de 
agua bidestilada estéril. 
 
2.2 Digestión con enzimas de restricción  
 
Para las digestiones con enzimas de restricción se utilizaron: 500 ng de DNA 
purificado, 5 U de enzima, buffer de restricción apropiado en un volumen final de 30 µl. 
Las reacciones se incubaron 2 horas a la temperatura recomendada para cada enzima.  
 
2.3 Purificación de DNA a partir de geles de agarosa 
 
El procedimiento utilizado es el que se detalla en el protocolo de QIAquick gel 
Extraction (QIAGEN). El taco de gel que contiene el DNA a recuperar se disuelve con 3 
volúmenes de Buffer QG, calentando a 55 °C por 5 minutos. A la agarosa disuelta se la 
coloca en la columna de absorción, colocada en el tubo colector y, se incuba a 
temperatura ambiente por 5 minutos. Se deja que la solución conteniendo el DNA  pase 
por la columna impulsada por la fuerza de  gravedad o bien  se centrifuga 1 minuto a 
2000 rpm. El DNA es retenido en la columna. La solución que pasó al tubo colector se 
descarta.  La columna se lava con 0,750 ml de Buffer New Wash incubándose por 5 
minutos a temperatura ambiente. Seguido se centrifuga primero a 2000 rpm por 30 
segundos, se descarta nuevamente el líquido del tubo colector y, se vuelve a centrifugar 
a 12000 rpm por 1 minuto. Se coloca la columna con un tubo de 1,5 ml y se agrega a la 
misma 20 µl de Buffer EB o agua bidestilada estéril. Se incuba a 55ºC por 5 minutos y 
por último se centrifuga a 12000 rpm por 1 minuto. La fracción eluída  contiene el DNA 
de interés. 
 
2.4 Subclonado de las construcciones doble reportero al vector binario 
 
Para la transformación estable o transitoria de plantas, con las construcciones 
GFP-GUS-señal, estas se subclonaron desde el vector simple pRTL202 al vector binario 
pBLTi 121 según la Figura 3.  
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2.5 Extracción de DNA de tejido vegetal para PCR 
 
Para obtener el DNA genómico se homogeneizaron 10 discos de hojas (aprox. 
0.5cm de diámetro)  en un tubo de 1,5ml, con un vástago de punta cónica y se agregaron 
700 µl de buffer de extracción de ácidos nucleicos (Tris-HCl 500 mM pH8, EDTA 10 
mM pH8, NaCl 100 mM, 2-Mercaptoetanol 10 mM, SDS 1 %, (Dellaporta et al., 1983). 
Se agitó enérgicamente y se incubó a 65 ºC durante 10 min. Se agregaron 200 µl KAc 5 
M, se mezcló por inversión y se incubó en hielo 20 min. Luego se centrifugó en 
microcentrífuga a 14000 rpm durante 20 min a 4 ºC. Al sobrenadante se le agregó 1 
Vol. de isopropanol y a la mezcla se la incuba por 10 min a temperatura ambiente. 
Posteriormente, se centrifugó a 14000 rpm por 15 min a temperatura ambiente y se lavó 
2 veces el precipitado con etanol 70 %. El DNA obtenido fue resuspendido en 50 µl de 
agua con 2 µl de RNAsa 10 mg/ml.  
 
 
 
Figura 3: Representación esquemática del subclonado de los constructos GFP-GUS-señal de 
direccionamiento de amaranto, desde pRTL202 al vector binario pBLTi 121. En la gráfica se 
indican los sitios de restricción utilizados y el lugar de inserción en el vector binario (flechas 
discontinuas). 
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2.6 Extracción de proteínas totales desde hojas 
 
 Para obtener las proteínas totales de hojas se molieron en N2 líquido con 
mortero 10 discos de hojas (aproximadamente de 0.5cm2 c/u) y se agregó 1ml de Buffer 
de extracción frío (20mM Tris pH=8,5; 20mM bisulfito de sodio; 5mM ácido 
etilendiamintetracetico (EDTA) pH=8.0; 0.2mM PMSF). Los extractos se incubaron por 
30 minutos en agua-hielo y luego se centrifugaron a 14000 rpm por 20 minutos. Los 
sobrenadantes se trasvasaron a tubos nuevos (considerados como extracto total de 
proteínas) y se almacenaron a -20ºC.  
 
2.7 Extracción y purificación de anticuerpos de plantas 
 
Para extraer los anticuerpos desde hojas o semillas (estas últimas deshidratadas  
previamente con éter etílico y desgrasadas con hexano), se molieron 30 g de material 
con N2 líquido y se extrajo con 30ml de Buffer de extracción: 20mM Tris pH=8,5; 
20mM bisulfito de sodio; 5mM ácido etilendiamintetracetico (EDTA) pH=8.0; 0.5mM 
PMSF y 1,6%p/v polivinilpolipirrolidona (PVPP), incubando por 30 minutos a 4ºC. La 
mezcla se filtró luego con una lámina de Miracloth (Calbiochem, San Diego, CA) y el 
filtrado se centrifugó a 10000 rpm por 10 minutos a 4ºC. Con el sobrenadante se realizó 
una precipitación seriada con sulfato de amonio saturado (20% y 60%), incubado por 5 
minutos a 4ºC y centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos a 4ºC para la primera y, 
posteriormente incubado durante 20 minutos a 4ºC y centrifugado a 10000 rpm por 15 
minutos a 4ºC para la segunda. El precipitado resultante se resuspendió en buffer de 
unión: 20 mM Tris, 0.5M cloruro de sodio pH=8.5. Luego se clarificó centrifugando a 
10000 rpm por 10 minutos a 4ºC y, por último se filtró el sobrenadante a través de un 
filtro de tamaño de poro 4µm. El filtrado se purificó con una columna de agarosa anti-
ratón γIgG (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). La columna se lavó con 5 volúmenes de 
buffer de unión para eliminar la proteína no unida, luego la proteína unida fue eluída 
con buffer de elución: 0.2M glicina, 0,15M cloruro de sodio pH=2.4 y neutralizada en el 
tubo de recolección, con 1M Tris pH=8,5. La proteína eluída por último se dializó y 
liofilizó.   
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2.8 Reacción de PCR 
 
Las reacciones de PCR se realizaron en ciclador Gene Amp PCR System 2400 o 
(PERKIN ELMER) o MyCycler Thermal Cycler (Bio-Rad, California, EEUU). Para 
realizar la reacción de PCR se utilizó una pre-mix con la siguiente composición: 
Pre-mix estandar Conc. Final Para 1 tubo Vf=15µl 
Buffer Taq DNApol (10X) 1X 1,5   µl 
Cl2Mg (25mM) 1.5 mM 0,9   µl 
dNTPs (10mM c/u) 0.2 mM  0,3   µl 
Primer forward (10 uM) 1.0 µM 1,5   µl 
Primer reverse (10 uM) 1.0 µM 1,5   µl 
Taq DNApol (5 U/ul) 0.01 U/µl 0,04 µl 
H2O bidestilada para PCR  7,26 µl 
Total pre-mix    13,0 µl 
Muestra de DNA   2,0  µl  
TOTAL PCR   15,0 µl 
 
Perfil de ciclado estándar 
 94°C 5 minutos 
 94°C 30 segundos 
 Tann °C 45 segundos 
 72°C 60 segundos 
 72°C 5 minutos 
 
 La temperatura de hibridación (Tann, T. annealing) es la correspondiente a los 
primers utilizados (Tabla 1). El tiempo de elongación a 72ºC, es ajustado según la 
velocidad de amplificación de la polimerasa utilizada (1kb/min). Los productos de PCR 
se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8-1.0 %–TAE 1X en presencia 
de bromuro de etidio.  
 
2.9 Electroforesis 
 
2.9.1 Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de 
sodio (SDS-PAGE) 
El análisis electroforético de las muestras proteicas se efectuó utilizando el 
equipo Mini-PROTEAN II Electrophoresis Cell (BioRad), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Para la preparación del gel de poliacrilamida se siguió el protocolo 
descrito por Laemmli (1970), con modificaciones como se describen en Mini-protean II 
Electrophoresis Cell Manual (BioRad).  
 
35 ciclos 
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2.9.2 Electroforesis de ácidos nucleicos en gel de agarosa 0.8% con bromuro de 
etidio 
Los productos de ácidos nucleicos se analizaron en geles de agarosa al 0,8% en 
buffer TAE 0,5X. Los geles contenían una solución de bromuro de etidio (5x10-4 
mg/ml). Los geles fueron digitalizados con la cámara Cámara Kodak Z 712 IS (7.1 
Megapixels) con un Filtro Naranja para Bromuro de Etidio. Todos los geles se 
prepararon en cubas de electroforesis de 7 x 10 cm; 15 x 10 cm o 25 x 15 cm. Las 
corridas electroforéticas de realizaron a 80-90V. . 
 
2.10 Tinción con el colorante azul de Coomassie  
 
Los geles de poliacrilamida se tiñeron con una solución de azul de Coomassie 
0,05 % (Coomassie Brillant Blue R 250 0,05 %, metanol 50 %, ácido acético 10 %) por 
1 ó 2 h con agitación suave. Se retiró la solución de tinción y se decoloró, el exceso de 
colorante, mediante incubación en solución de lavado (metanol 50 %, ácido acético 10 
%). El gel se decoloró realizando varios cambios de la solución de lavado, hasta que las 
bandas proteicas se visualizaron con nitidez.  
 
2.11 Western blot 
 
2.11.1 Electrotransferencia  
Luego de efectuada la electroforesis, los geles de poliacrilamida fueron 
equilibrados por 20 min en buffer de transferencia (Tris-HCl 25 mM pH 8,8, glicina 190 
mM, metanol 20 %) junto con la membrana de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell 
Bioscience, Keene, NH). Se montó el cassette del equipo electrotransferencia 
MiniProtean II (Biorad) colocando el gel y la membrana de nitrocelulosa entre papeles 
de filtro. Seguido se colocó el cassette dentro de la cuba, se llenó con buffer de 
transferencia y, por último se aplicó una corriente constante de 250 mA, voltaje 
máximo,  por 1 hora o, a voltaje constante de 22 volts por 2 horas, siempre a 4ºC.  
 
2.11.2 Tinción reversible con colorante Rojo Ponceau (RP, Sigma-Aldrich) 
Luego de la transferencia, las membranas de nitrocelulosa se incubaron con una 
solución de colorante RP (0,5%p/v de colorante RP en ácido acético 1% v/v) por 5 
minutos, luego se lavaron con H2O bidestilada estéril hasta decolorar el fondo. 
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2.11.3 Detección inmunológica y afinodetección de las proteínas  
Luego de la tinción con el colorante RP, las membranas se incubaron 1 hora a 
37ºC  en solución de bloqueo 3% leche en TBS (Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 150 
mM, leche descremada Molico). Luego del bloqueo, se lavaron con la solución de 
lavado TBS (Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM) y se incubaron con anticuerpo 
anti-inmunoglobulina de ratón conjugado a peroxidasa (HRP, horseradish peroxidase) 
(1 µg/mL en 1% leche en TBS), anticuerpo monoclonal específico de la secuencia 
KDEL (Stressgen Bioreagents, San Diego, CA) o, anticuerpos de conejo específicos de  
β1,2-Xilosa (β1,2-Xyl), , α1,3-Fucosa (α1,3-Fuc)y Lewis A (Lea )(1 µg/mL en 1% 
gelatina en TBS) (Faye  et al, 1993; Fitchette-Lainé et al., 1997). Seguido, se lavaron 
las membranas 3 veces, por 15 minutos cada vez, con solución de lavado TBS. Las 
membranas tratadas con anticuerpos específicos de glicanos, se incubaron entonces con 
una dilución 1:1000 a 1:3000 del anticuerpo conjugado (anti-conejo conjugados con 
HRP, SIGMA-Aldrich, St. Louis, MO). Luego de 1 hora de incubación a 37º, se 
descartó la dilución del segundo anticuerpo y se lavaron las membranas 3 veces con 
solución de lavado TBS por 15 minutos cada vez. La señal inmunoreactiva fue 
detectada por 4-cloro-1-naftol o luminol (Sigma-Aldrich), seguida de exposición sobre 
un film rayos-X (Kodak, New Heven, NH).  
Los glicanos ricos en manosa fueron analizados por afinodetección utilizando el 
método de concanavalina A-peroxidasa (Faye and Chrispeels, 1985). 
 
2.12 ELISA Sándwich 
 
Para cuantificar el nivel de acumulación del anticuerpo 14D9 y sus distintas 
variantes (sec-Ab, Ab-KDEL, Ab-ﻻKDEL y Ab-κKDEL) se utilizó el método de 
ELISA sándwich. Placas de ELISA de 96 wells  (Maxisorp, Nunc, Denmark), se 
cargaron con una solución 1µg/ml anticuerpo de cabra específico de las cadenas κ o ﻻ  
de inmunoglobulinas de ratón, en buffer fosfato salino (PBS) a 4ºC overnight. Se 
bloquearon los sitios de unión no específicos con solución de bloqueo (3% leche 
descremada en PBS) por 1 hora a 37ºC. Seguido se realizaron tres lavados con PBS y, 
se incubaron con extracto total de proteínas de hojas a 4ºC overnight. Las placas se 
lavaron nuevamente tres veces con PBS y, posteriormente se incubaron por 1 hora a 
37ºC con anticuerpo  de cabra  específico de las cadenas κ o ﻻ  de inmunoglobulinas de 
ratón,conjugado con HRP a una concentración final de 1µg/ml en 1% leche descremada 
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en PBS. Las placas se lavaron por 5 veces con PBS, y por último se incubaron con el 
sustrato específico de peroxidasa, tetrametilbenzidina (TMB, Kirkegaard and Perry 
Laboratories, Gaithersburg, MD). Luego se midió la densidad óptica a 650mn. Las 
curvas de calibración se realizaron con una inmunoglobulina de ratón purificada 
comercial  (Sigma-Aldrich) como patrón estándar.  
 
2.13 Reacción histoquímica para GUS 
 
El tejido vegetal donde se determina la actividad de la enzima β-glucuronidasa 
(expresión del gen uidA, GUS) se incubó overnight a 37°C en buffer GUS (buffer 
fosfato de sodio 0,1M a pH=7,0; 8 mM  ferrocianuro de potasio; 8mM  ferricianuro de 
potasio; 0.5 mg/ml de X-Glu (ácido 5-Bromo-4-cloro-3-indol-β-D-glucurónico) y 0,2% 
de Tritón X100). Posteriormente se realizaron lavados con 100 mM Tris-ClH pH=7 y el 
tejido se decoloró  por extracción de la clorofila con una serie creciente de soluciones 
conteniendo etanol: 30 % v/v, 50 % v/v, 70 % v/v, 90 % v/v y 100 % v/v. Se rehidrató 
el tejido invirtiendo los lavados de la serie de etanol, manteniendo la muestra en 100 
mM Tris-ClH pH=7. 
 
2.14 Obtención de cepas Agrobacterium tumefaciens recombinantes 
 
2.14.1 Obtención de  Agrobacterium tumefaciens electrocompetentes 
La obtención de Agrobacterium electrocompetentes se realizó de la siguiente 
manera: se inoculó 1 ml de agrobacterias provenientes de un cultivo saturado en 100 ml 
de medio YEB y se dejó crecer hasta una densidad óptica (DO) de 600 nm igual a 0,5-
0,7. Las bacterias se centrifugaron a 4000 rpm (rotor JA-14 Beckman®) por 5 minutos y 
se descartó el sobrenadante. El precipitado fue resuspendido en glicerol 10 % estéril y 
frío en 4 sucesivos lavados de 1; 0,5; 0,2 y 0,2 Vol., del cultivo original. Finalmente, las 
bacterias fueron resuspendidas en 0,01 Vol. y se alicuotaron. Por último fueron  
conservadas a -70 ºC hasta su uso.  
 
2.14.2 Transformación por electroporación de cepas Agrobacterium tumefaciens  
En todos los casos las bacterias fueron transformadas por electroporación. 
Brevemente, se mezclaron 50 µl de bacterias competentes con 50 ng de vector de 
transferencia. La mezcla se colocó en una cubeta de electroporación (electrodo de 0,2 
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cm, BioRad) y se sometíeron a 2,5 volts, 25 µFD de capacitancia y 400 Ω de resistencia 
en un electroporador (BioRad Gene PulserTM). Inmediatamente se agregó medio YEB y 
las bacterias se recuperaron a 28 ºC durante 3 h en agitación (200 rpm). Luego se 
plaquearon en medio YEB sólido en presencia de 50 µg/ml de streptomicina y 50 µg/ml 
de kanamicina para las cepas LBA 4404 o, 50 µg/ml de gentamicina y 50 µg/ml de 
kanamicina para la cepa GV3101. Las colonias fueron crecidas en medio líquido con los 
mismos antibióticos durante 48 horas a 28 ºC en agitación. Los clones positivos se 
conservaron en medio YEB con antibióticos y 15 % de glicerol a -70 ºC hasta su uso.  
 
2.15 Agroinfiltración de hojas de N. tabacum (expresión transitoria) 
 
Los ensayos de agroinfiltración se efectuaron de acuerdo al método de  Llave et 
al. (2000). Para ello se cultivó un clon de A. tumefaciens, conteniendo el plásmido 
binario correspondiente, en medio YEB con los antibióticos adecuados a 28 °C por 24 
horas. Se diluyó el cultivo en medio de infiltración (MI): 10 mM MgCl2, 10 mM ácido 
morfolinoetansulfónico (MES) pH 5.7) con el agregado de 200 mM acetosiringona, a 
una DO 600nm de entre 0,2 y 1,0 dependiendo del experimento. Se incubó durante 3 
horas a temperatura ambiente. Se infiltró la superficie abaxial de las hojas de N. 
tabacum utilizando una jeringa de 1 ml sin aguja. Las plantas se mantuvieron en cámara 
de cultivo con un fotoperíodo de 16 horas de luz, a 22-24 °C para los tiempos 
ensayados.  
 
2.16 Transformación de discos de hojas de tabaco mediada por 
Agrobacterium tumefaciens (expresión estable) 
 
Para la trasformación estable de Nicotiana tabacum se cultivaron previamente 
las cepa de A. tumefaciens LBA4404, conteniendo las construcciones de interés, en 
medio YEB sólido con los antibióticos estreptomicina y kanamicina durante 48 horas. a 
28ºC. Seguido, se transfirió una ansada del cultivo sólido fresco a 20ml de medio 
líquido con los mismos antibióticos, y se cultivaron las bacterias con agitación a 28º C, 
toda la noche. Posteriormente, se realizó la medición de absorbancia a 600nm hasta que 
el cultivo llegase a fase exponencial de crecimiento (A
600 
entre 0.5 y 1.0).  
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Paralelamente se cortaron hojas de N. tabacum bien expandidas (plantas 
aproximadamente de 4 a 6 semanas de desarrollo) y esterilizadas por inmersión en una 
solución de hipoclorito de sodio al 1% y SDS 0.1 % por 20 min. Por último, se lavaron 
con abundante agua bidestilada estéril. Luego, se realizaron los cortes quitando la 
nervadura central y los bordes de las hojas y obteniendo cuadrados de entre 0.5 y 1 cm
2 
(aproximadamente 80 cortes por construcción). Se dejaron en placas húmedas mientras 
se preparó la dilución del cultivo de A. tumefaciens. Para ello, se centrifugaron 5 ml del 
cultivo, a 5000 rpm por 5 min, y se resuspendieron en 5 ml de medio de inoculación y 
co-cultivo.  
 
Seguidamente, se prepararon las placas con medio de co-cultivo 
(aproximadamente 20ml por placa) y se inocularon con 400µl de A. tumefaciens por 
placa. Los explantos (aproximadamente 20 por placa) se colocaron en contacto con el 
medio de co-cultivo inoculado y se dejaron 10 minutos a temperatura ambiente. Se 
pasaron a un papel de filtro estéril para secar el exceso de inóculo y por último se 
pasaron a medio de inoculación y cocultivo sólido (Tabla 2) por 48 horas a 23ºC en 
oscuridad. Luego del período de cocultivo, se pasaron los explantos a medio de 
regeneración y selección sólido (Tabla 2) conteniendo 100mg/l de kanamicina y 
500mg/l de carbenicilina y se incuban con un fotoperíodo 16/8 horas luz/oscuridad a 
25±2ºC por aproximadamente 2 semanas, hasta la aparición de callos. Los discos se 
transfieren con la cara abaxial hacia el agar (unos 15 explantos por caja). Luego de 1 o 2 
semanas, los discos expandidos se cortaron en cuatro partes iguales y se separan los 
pequeños callos formados transfiriéndolos a medio de regeneración fresco. En caso de 
contaminaciones, se transfirieron los discos no contaminados a medio fresco.  
 
Los vástagos generados con varias hojas no cotiledóneas y unos 5 mm o más de 
longitud desde la base de los callos se cortaron y se pasaron a medio de enraizamiento 
(Tabla 2) con 500mg/l de carbenicilina y 100mg/l de kanamicina como agente selector. 
 
Para la rustificación, se retiraron delicadamente las plántulas enraizadas de 5 a 8 
cm de altura, y se cultivaron en macetas insufladas de 0.25 litros, conteniendo suelos 
estériles con una composición 3:1:1 de tierra: vermiculita: perlita. Las plántulas se 
aclimataron en invernadero, cubiertas con una bolsa de plástico, para mantener la 
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humedad relativa alta, por una semana.  Tras ese período, se abrieron las bolsas de 
plástico y se retiraron luego de 2 a 3 semanas. Luego de 4 o 6 semanas de rustificación, 
se tomaron hojas para hacer los análisis moleculares. Ante la aparición de florescencias, 
las mismas se cubrieron con bolsas de papel para facilitar la autopolinización y evitar la 
polinización cruzada. Luego de 4 semanas, las semillas maduras se cosecharon y una 
porción de las mismas se cultivaron, previa esterilización, en medio de germinación 
(Tabla 2) conteniendo 100mg/l de kanamicina como agente selector. 
 
 
2.17 Transformación transitoria de protoplastos T87 de Arabidopsis  
 
La obtención de protoplastos se realizo esencialmente como describe Axelos et 
al., (1992) desde  un cultivo en suspensión de células de Arabidopsis thaliana. Los 
protoplastos se transformaron con PEG utilizando 10µg de cada plásmido y 10µg de 
DNA esperma de salmón sonicado (Abael et al., 1998). Los protoplastos transformados 
se incubaron a 23ºC en oscuridad y, fueron observados por microscopía de 
fluorescencia a diferentes tiempos postransfección. 
 
2.18 Tinción con rojo neutro (RN) 
 
Todas las observaciones se realizaron en raíces intactas y vivas de 4 semanas de 
cultivo. El colorante rojo neutro se preparó como una solución stock de 4mM en H2O, la 
concentración final que se utilizó es de 1µM en buffer fosfato de potasio 0,1mM y 
Tabla 2: Composición de los distintos medios utilizados en la transformación de discos de 
hojas de tabaco. Para los medios sólidos se utilizó 7gr/l de Agar tipo A (Sigma-Aldrich). 
Para la hormona BAP (Bencilamino purina) se utilizó un stock 1000X=1mg/ml, para NAA 
(ácido naftalenacético) un stock 1000X=0,1mg/ml. Las vitaminas Gamborg (Sigma-Aldrich) 
se prepararon a una concentración final de 1000X. MS, sales macro y micronutrientes de  
Murashigne and Skoog 
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pH=8,0. El material vegetal es directamente sumergido en la solución final de rojo 
neutro, por 30 minutos a temperatura ambiente. El exceso de colorante se lavó con 
buffer fosfato de potasio 0,1mM  pH=8,0 con agitación casual por 60min.   
 
2.19 Microscopías  
 
2.19.1 Microscopía confocal de escaneo láser en protoplastos T87 de 
Arabidopsis t. 
Los protoplastos se observaron con microscopía confocal de escaneo-láser 
(LSM510, Carl Zeiss Inc.). GFP es excitada a 488nm con láser de Argón y, la emisión 
se monitoreó utilizando el de filtro 505-550nm. Las imágenes se adaptaron mediante el 
software Adobe Photoshop CS2, 2009 (Adobe Systems Inc., Mountainview, CA). 
 
2.19.2 Microscopía confocal de escaneo láser en plantas de Nicotiana tabacum 
La expresión transitoria en hojas de tabaco se observó por microscopía confocal 
de escaneo láser (Leica SP5, Leica Microsystems Heidelberg GMBH). GFP se excitó a 
488nm con láser de Argón (30%) y, la emisión se monitoreó con filtro espectral de 510-
538nm.  
La expresión en hojas de plantas transgénicas Nt-GFP-GUS-AmhCt y Nt-GFP-
GUS-AmhH1N se visualizó con microscopía confocal de escaneo láser (Nikon C1, 
Nikon Instruments Inc., Melville, NY). GFP es excitada a 488nm con láser de Argón 
(25%) y, la emisión se monitoreó utilizando el de filtro 505-550nm. Para el ensayo de 
co-infiltración con el fluoróforo rojo, mCherry-γ-TIP (Nebenfuhr et al., 2007) en 
plantas transgénicas, se observó la expresión con microscopio de fluorescencia 
(Olympus BX61, Olympus Corporation, Tokio-Japan). GFP es excitada a 450-490nm y, 
la emisión se monitoreó utilizando el de filtro 505-550nm. La proteína roja (mCherry-γ-
TIP) es excitada a 530-560nm y la emisión se observó con filtro dicroico a 590-620nm. 
Los cortes de semillas y raíces se observaron mediante microscopía de disección 
fluorescente (Leica DMI6000B, Leica Microsystems CMS, GMBH). GFP es excitada a 
450-490nm y, la emisión se monitoreó utilizando el de filtro 500-550nm (GFPplant, 
Leica Microsystems CMS, GMBH). El fluoróforo rojo neutro (3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazina, Sigma-Aldrich) es excitado a 530-560nm y la emisión se 
observó con filtro 590-620nm (DsRed, Leica Microsystems CMS, GMBH) 
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2.19.3 Inmunomicroscopía 
Para la observación mediante inmunomicroscopía, las muestras de semillas y 
hojas se procesaron esencialmente como se describe en Otegui et al. (2002) con algunas 
modificaciones (Petruccelli et al., 2006). Los cortes obtenidos se observaron por 
microscopía electrónica (Zeiss EM 109, Zeiss, Thornwood, NY). 
“EXPRESION 
DE UN 
ANTICUERPO MONOCLONAL
FUSIONADO
A LA SECUENCIA KDEL 
EN
PLANTAS DE Nicotiana tabacum”
CAPITULO I
• Estudiar el direccionamiento de un anticuerpo catalítico con y sin fusión a la señal 
KDEL en distintos órganos.
•Analizar si existen diferencias en las modificaciones post-traduccionales de este 
anticuerpo fusionado a dos señales de direccionamiento, cuando se expresa en 
semilla.
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CAPITULO I 
 
“EXPRESION DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL 
FUSIONADO A  LA SECUENCIA KDEL EN PLANTAS DE 
Nicotiana tabacum” 
 
 
I.1 Introducción 
 
Muchas especies de plantas han sido exitosamente utilizadas para producir 
anticuerpos monoclonales biológicamente activos, como se mencionó anteriormente. En 
tabaco, alfalfa y otras especies la expresión se suele realizar principalmente en hojas, 
mientras que en papa, maíz, colza, soja, cárcamo, trigo o arroz se prefiere el tubérculo o 
semilla. Las estrategias de producción en plantas presentan muchas ventajas en 
contraste con otros sistemas aunque, también tienen desventajas, como los ya 
mencionados escasos rendimientos y las modificaciones postraduccionales realizadas, 
que afectan la cantidad y calidad del producto recombinante expresado. 
 
En la introducción general sección 1.3 se detalló distintas estrategias utilizadas 
para incrementar los niveles de acumulación de proteínas recombinantes en plantas. 
Como se mencionó, los anticuerpos monoclonales contienen uniones disulfuro y deben 
glicosilarse de una manera muy específica ya que la estructura de los glicanos 
incorporados afecta su vida media en sangre y, su habilidad  para reclutar las moléculas 
y/o células del sistema inmunológico (Jefferis et al., 2005). Asimismo, la adición de 
residuos de β1,2-xilosa y α 1,3-fucosa, que ocurre en el aparato de Golgi trans de 
células vegetales, genera estructuras que no es habitual en anticuerpos y que han sido 
informado como antigénicas y alergénicas (Gomord et al., 2005; Bardor et al., 2003).  
 
Por este motivo, con el fin de incrementar los niveles de acumulación y además 
evitar el agregado de glicanos complejos propio de células vegetales, se ha utilizado 
señales de retención en el retículo endoplásmico, como HDEL/KDEL (Chrispeels and 
Faye, 1996; Lerouge et al., 1998; Faye et al., 2005) para producir inmunoglobulinas 
recombinantes en plantas. Si bien anticuerpos completos fusionados a la secuencia 
Capitulo I 
_______________________________________________________________________________________________ 
_______________________________________________________________________________________________ - 51 -
KDEL en el extremo COOH de la proteína, han sido expresados en plantas transgénicas 
de tabaco, ya sea con la secuencia de retención fusionada a ambas cadenas 
polipeptídicas (Sriraman et al., 2004; Triguero et al., 2005) o, solamente fusionada a la 
cadena pesada (Ko et al., 2003), éstos han mostrado diferencias en su glicosilación. Por 
otro lado, en estos estudios sólo se han limitado a analizar las inmunoglobulinas 
recuperadas de hojas de tabaco y no de otros órganos y las construcciones empleadas no 
han permitido evaluar el efecto de la secuencia de retención/recuperación en los niveles 
de acumulación. En relación con la glicosilación, el análisis de los oligosacáridos 
liberados desde estos anticuerpos purificados de hoja, mostró que solamente el 
anticuerpo específico de la gonadotropina coriónica (hCG) con doble señal KDEL 
(Sriraman et al., 2004) es completamente retenido en ER o recuperado desde el cis-
Golgi; mientras que la inmunoglobulina específica del antígeno de superficie del virus 
de la hepatitis B (HBsAg) fusionada a dos secuencias KDEL (Triguero et al., 2005) y la 
específica del virus de la rabia humano fusionado sólo a una secuencia de retención en 
la cadena pesada (Ko et al., 2003) exhiben un 10%-20% de glicanos complejos 
manifestando que la molécula ha alcanzado el aparato de Golgi trans. . 
 
Asimismo, a pesar de que se ha mostrado que la secuencia HDEL/KDEL 
actuaría como de retención en el ER o de recuperación del aparato Golgi en hojas de 
tabaco, en semillas en germinación de Vigna mungo, se ha descrito la presencia de 
proteasas vacuolares del tipo papaína (SH-EP) que contienen en su región C-terminal 
una secuencia KDEL que sería importante para su inclusión en vesículas que se liberan 
del ER (denominadas vesículas KDEL) y que las transportan a vacuolas (Okamoto et 
al., 2003). Esto muestra que es necesario realizar estudios que permitan evaluar el 
posible efecto de la señal KDEL, no solo en la acumulación de proteínas recombinantes 
sino además, en el direccionamiento, estabilidad y modificaciones postraduccionales 
que tienen las mismas en los distintos órganos de la planta.  
 
Por lo antedicho, uno de los objetivos de este trabajo es estudiar el posible 
incremento en los niveles de acumulación de un anticuerpo completo en plantas a través 
de su direccionamiento a vacuolas de reserva utilizando la secuencia KDEL, ya que se 
ha postulado que en semillas podría direccionar a este órgano y, además estudiar las 
modificaciones postraduccionales que sufre al tomar esta vía de transporte en los 
distintos órganos de la planta. 
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I.2 Resultados  
 
I.2.1. Efecto de la secuencia KDEL sobre la acumulación del anticuerpo 14D9 
purificado desde hojas de Nicotiana tabacum  
 
Al comienzo de este trabajo, nuestro laboratorio contaba con plantas 
transgénicas de tabaco que expresaban dos versiones del anticuerpo catalítico 14D9: 
secretoria (sec-Ab) o fusionada a la secuencia de retención en el Retículo Endoplásmico 
KDEL en ambas cadenas polipeptídicas (Ab-KDEL), bajo la dirección de dos 
promotores: uno constitutivo (2E-CaMV 35S) y otro específico de semilla (subunidad α' 
Figura 1: Representaciones esquemática. A) Construcciones utilizadas en el capítulo. Expresión constitutiva con 
el promotor 35S de CaMV doble enhancer (2E-35S) o específico de semilla con el promotor de la subunidad α' de β-
conglicinina (α'-β-cong); (TEV) Secuencia leader de TEV; (Ψ) sitio de glicosilación; (SP) péptido señal de la cadena 
pesada de una inmunoglobulina secretoria de ratón; señales de terminación: de α'-β-conglcinina (α-Ter) o de  35S 
CaMV (35S-T). B) Estructura de los anticuerpos 14D9 expresados en tabaco y analizados: Secretorio (sec-Ab),  de 
Retención/Recuperación con la secuencia COOH-terminal [SE] KDEL en ambas cadenas (Ab-KDEL), 
exclusivamente en la cadena kappa (Ab-ĸ KDEL) o exclusivamente en la cadena gamma (Ab-ﻻ KDEL.  
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de la β-conglicinina de soja). Para facilitar la exposición de la secuencia KDEL, se 
adicionaron dos aminoácidos [SE] entre el extremo codificante de la inmunoglobulina y 
la señal de retención. Con el fin de evaluar entonces, si el número de secuencias KDEL 
fusionados al anticuerpo afecta la eficiencia de retención recuperación de las distintas 
versiones de la imnunoglobulina, y calcular asimismo un incremento en los niveles de 
acumulación, se generaron además por fertilización cruzada plantas que expresaban el 
anticuerpo completo fusionado a esta señal exclusivamente en una de sus cadenas 
polipeptídicas, en la cadena gamma (Ab-ﻻKDEL) o en la cadena kappa exclusivamente 
(Ab-κKDEL). Las construcciones y estructuras mencionadas se esquematizan en la 
Figura 1. 
  
 Todas las líneas independientes que expresaban las distintas versiones de la 
inmunoglobulina (con señal en las ambas cadenas, solo en una de ellas o sin la señal 
KDEL), fueron utilizadas como material de partida para purificar los anticuerpos de 
hojas. La molienda se realizó empleando nitrógeno líquido, extrayéndose 
posteriormente el anticuerpo con buffer bisulfito 20mM, seguido de una etapa de 
concentración por precipitación con (NH4)2SO4. Posteriormente se recurrió a una 
cromatografía de afinidad y aunque inicialmente se emplearon columnas de agarosa 
conteniendo proteína A , G y A/G ajustando las condiciones para las inmunoglobulinas 
de tipo gamma 1 de ratón, no se logró purificar el planticuerpo, por eso finalmente se 
recurrió a cromatografía empleando anticuerpos específicos contra inmunoglobulinas G 
de ratón inmovilizados en agarosa.  
 
El número de líneas independientes de plantas F1 que expresaban Ab-ﻻKDEL y 
Ab-κKDEL obtenidas luego de los cruces, fue muy reducido (dos líneas independientes 
para Ab-ﻻKDEL y tres para la última) lo que imposibilitó realizar un análisis 
comparativo, en cuanto a los niveles de acumulación de las distintas versiones del 
planticuerpo, siendo que para sec-Ab y Ab-KDEL se obtuvieron 25 líneas 
independientes de cada una y seleccionadas además la mejor productora luego de 
sucesivas generaciones para ser analizada. Por otro lado, el grado de pureza e integridad 
obtenido con los anticuerpos con una única señal KDEL no fue el adecuado para 
determinar la composición de glicanos, por lo que tampoco se pudo establecer si la 
retención/recuperación es igualmente  eficiente con una o dos señales KDEL 
fusionadas.  
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Teniendo en cuenta entonces estos resultados y, que el objetivo de este trabajo 
es estudiar el posible incremento en el nivel de acumulación del anticuerpo en plantas a 
través de su direccionamiento a vacuolas de reserva y poder determinar las 
modificaciones postraduccionales y localización subcelular tanto en hojas como en 
semillas al utilizar la señal KDEL, se decidió avanzar únicamente con el estudio de los 
anticuerpos que presentan la secuencia KDEL en ambas cadenas (Ab-KDEL) así como 
también con el secretorio (sec-Ab).  
 
Con cada uno de los anticuerpos purificados sec-Ab o Ab-KDEL, se evaluó los 
niveles de acumulación por ELISA sándwich. En estudios previos, se observó que el 
empleo de la secuencia KDEL fusionado en ambas cadenas, producía un leve 
incremento (2-4 veces) en los niveles de acumulación en hojas, mientras que en semillas 
el efecto era más importante (10 veces) al utilizar simultáneamente tanto la señal de 
retención en el ER como el promotor específico de semilla (Petruccelli et al., 2006). Al 
analizar los niveles de acumulación en hojas, el valor obtenido para sec-Ab (1.5 ± 0.2 
µg/ml) fue muy inferior al compararlo con el planticuerpo con la señal de retención 
fusionada a ambas cadenas Ab-KDEL (12.7 ± 4.1 µg/ml). El incremento observado en 
hojas en el nivel de acumulación fue entonces de entre 5 y 8 veces al utilizar la señal 
KDEL, siendo superior al obtenido en los estudios previos (2-4 veces). Si se tiene en 
cuenta que para los ensayos realizados aquí se utilizaron las líneas de plantas mejores 
productoras, seleccionadas luego de varias rondas de generación, a diferencia de los 
estudios previos donde solo se utilizaron para la purificación las plantas F1 de las líneas 
mejores productoras, la diferencia mencionada podría deberse entonces a la baja tasa de 
segregación de las cadenas individuales del anticuerpo en semillas lo que determinaría 
un incremento en la estabilidad de cada proteína en sucesivas generaciones.  
 
Con estos datos, solamente podemos confirmar los resultados obtenidos 
previamente, donde se pudo observar un aumento en la acumulación del anticuerpo 
expresado en hojas al utilizar la secuencia KDEL en ambas cadenas polipeptídicas con 
respecto al anticuerpo secretorio, y que este incremento puede ser levemente mayor 
luego de varia rondas generacionales. 
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I.2.2 Análisis de la integridad y pureza de los anticuerpos purificados desde 
hojas y semillas de N. tabacum 
 
Antes de evaluar las modificaciones postraduccionales y localización subcelular 
de las distintas formas del anticuerpo, se estudió la integridad y pureza de los mismos. 
Como se mencionó anteriormente, solamente se utilizó el anticuerpo catalítico 14D9 
con señal de retención en ER tanto en la cadena kappa como en gamma (Ab-KDEL) y 
sin la señal (sec-Ab), purificados desde plantas transgénicas con expresión constitutiva 
por el promotor 35S de CaMV o de expresión especifica en semilla con el promotor de 
la subunidad α' de la β-conglicinina de soja (Figura 1). Adicionalmente, para la 
purificación de las inmunoglobulinas desde semillas, las mismas fueron desgrasadas 
previamente a la molienda y extracción, con hexano. La pureza de  los anticuerpos 
obtenidos se evaluó por electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de 
sodio (SDS-PAGE) y por Western blot en condiciones no reductoras y reductoras 
(Figura 2).  
 
Bajo condiciones no reductoras, tanto sec-Ab y Ab-KDEL purificados de 
extractos de hoja (sec-Abhoja y Ab-KDELhoja, respectivamente) tenían una masa 
Figura 2: Integridad y pureza de los 
anticuerpos purificados desde hojas y 
semillas A) SDS-PAGE, en B) Western blot 
de los anticuerpos purificados y analizados 
con suero anti-IgG y, en C) análisis por 
inmunoblot con anticuerpo específico Anti-
KDEL. Para sec-Ab hoja (calle 1), Ab-KDEL 
hojas (calle 2), Ab-KDEL semilla (calle 3) y 
sec-Ab semilla (calle 4). (NR) condiciones no 
reductoras y (R) bajo condiciones reductoras. 
Las flechas negras indican el anticuerpo 
ensamblado o las cadenas polipeptídicas  
kappa y gamma. En gris, señala el posible 
producto de degradación de gamma. A la 
izquierda se indican los valores de masa 
molecular correspondientes al patrón en kDa. 
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molecular de 180 kDa, correspondiente con la estructura habitual de una 
inmunoglobulina (γ2κ2). Si bien el tamaño molecular es algo mayor a lo predicho en 
base a las secuencias  polipeptídicas probablemente se deba al resultado de la 
glicosilación de la cadena gamma (Figura 2B, flecha negra). En la Figura 2B se 
observan otras bandas de menor intensidad y que son reconocidas por un suero 
especifico contra inmunoglobulinas de ratón, y que podrían representar otros estados de 
agregación de las cadenas pesadas y livianas que ya aparecen en la planta o bien se 
forman durante la purificación, a pesar de haber utilizado bisulfito de sodio 20 mM para 
evitar la oxidación de grupos sulfhidrilos libres durante la purificación (Bakker et al., 
2001). Al analizar los Ab-KDELhoja  en condiciones reductoras, se observa que tanto la 
cadena pesada como la liviana presentan una doble banda (Figura 2, flechas negras) que 
no se observa en sec-Abhoja ni en Ab-KDELsemilla. Aunque el doblete observado para las 
cadenas livianas y pesadas de Ab-KDELhoja podría atribuirse a una remoción parcial de 
la secuencia KDEL como ha sido informado para otras señales de direccionamiento que 
son removidas una vez que la proteína alcanza el destino final ((Neuhaus and Rogers, 
1998), el Western Blot realizado empleando un anticuerpo monoclonal especifico contra 
la secuencia KDEL (Figura 2C) muestra que estos dobletes son reconocidos por este 
anticuerpos, por lo que la hipótesis de remoción de esta secuencia en las cadenas 
livianas y pesadas de Ab-KDELhoja se descarta.  
 
Por otro lado, Ab-KDELsemilla y sec-Absemilla además de las bandas 
correspondientes a las cadenas livianas y pesadas, exhibió en condiciones reductoras, 
una banda tenue intermedia (Figura 2A y B, flecha gris) aparentemente como producto 
de degradación de la cadena gamma con o sin KDEL, no así para los polipéptidos 
purificados desde hoja. Esta banda no es reconocida por el anticuerpo específico de la 
secuencia KDEL. 
 
Los resultados anteriores nos permiten concluir que los anticuerpos se 
ensamblan de manera correcta, tanto en hojas como en semillas de tabaco y que se 
obtuvieron niveles de pureza suficientes  para estudios posteriores de glicosilación ya 
que todas aquellas bandas observadas por tinción para proteínas son también reveladas 
con un anticuerpo específico de inmunoglobulinas de ratón. Por otro lado, se pudo 
observar que en semilla la cadena gamma sufre degradación proteolítica específica y 
que no se debe a degradación durante la purificación.  
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I.2.3 Estudio del grado de glicosilación del  anticuerpo 14D9 producido en 
plantas con ambas señales de direccionamiento 
 
La glicosilación de los polipéptidos purificados a partir de extractos de hojas y 
de semillas, fue estudiada por afinodetección empleando concanavalina A (con A) para 
detectar glicanos ricos en manosa y por Western blot (inmunoblot) con sueros 
específicos de glicanos complejos de plantas: β1,2-Xilosa (β1,2-Xyl), α1,3-Fucosa 
(α1,3-Fuc) y Lewisa (Lea). Como se observa en la Figura 3, los anticuerpos 
recombinantes purificados sec-Abhoja, Ab-KDELhoja y Ab-KDELsemilla, poseen N-
glicanos ricos en manosa en la cadena gamma, ya que es detectado por la afinidad a 
concanavalina A, no así para la cadena liviana (Figura 3, Con A). Por la presencia de α-
1,3-fucosa, β-1,2-xilosa y epitopes de Lewisa (estos últimos típicos de proteínas 
extracelulares, Fitchette-Laine et al., 1997) en sec-Abhoja, se puede deducir que este 
anticuerpo ha pasado por el trans-Golgi y alcanzaría el espacio extracelular (Figura 3, 
calle 1). En contraste, Ab-KDELhoja no es reconocido por estos sueros indicando que no 
ha alcanzado el trans-Golgi, lo que sugiere una eficiente retención en el retículo 
endoplásmico o bien una recuperación desde el aparato de Golgi cis (Figura 3, calle 2). 
Con los anticuerpos purificados desde semillas (Ab-KDELsemilla y sec-Absemilla), se 
puede observar la presencia de glicanos complejos en la cadena gamma, en particular se 
advierte que el fragmento entero es reconocido principalmente con anti-β1,2-Xyl y anti-
Lewisa, en cambio el producto de degradación es mayoritariamente con anti-α-1,3-
fucosa (Figura 3, calle 3 y 4). Esto indica que ambos anticuerpos alcanzan el trans-
Golgi independientemente de la presencia de la secuencia KDEL. 
 
Figura 3: Análisis del grado de glicosilación mediante inmunoblot, con Concanavalia A (Con A); β1,2-Xilosa 
(β1,2-Xyl); α1,3-Fucosa (α1,3-Fuc) y Lewisa (Lea). Para Ab-sec hoja (calle 1), Ab-KDEL hojas (calle 2), Ab-KDEL 
semilla (calle 3) y Ab-sec semilla (calle 4). Las flechas negras indican las cadenas kappa y gamma y en gris, 
señala el posible producto de degradación de gamma. A la izquierda se indican las masas moleculares del patrón 
en kDa.
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Con el objetivo de caracterizar de manera más precisa el tipo de glicanos 
presentes en los planticuerpos, se partió de aproximadamente 1mg de anticuerpo 
purificado y los glicanos fueron liberados por sucesivos tratamientos con pepsina y N-
glicosidasa A (PNGase A) de almendra; posteriormente  los glicanos se marcaron 
fluorescentemente con 2-aminobenzamida y se separaron por Matrix assisted laser 
desorption ionisation time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS). En el caso 
de los anticuerpos purificados de semilla no fue posible obtener muestras en cantidad y 
grado de pureza requerida para este análisis. Los resultados obtenidos para sec-Abhoja y 
Ab-KDELhoja se muestran en la Figura 4.  
 
Figura 4: Análisis de glicanos aislados por MALDI-TOF-MS (Matrix-assisted laser desorption ionization-time of 
flight-mass spectroscopy): desde sec-Ab (A) y Ab-KDEL (B) ambos purificados de hoja. Para los picos señalados 
como a) corresponde: GN2-Man3-GN2, b) GN2-Man3-Fuc-GN2 y c) GN2-Man3-Xil-Fuc-GN2
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sec-Abhoja, mostró predominablemente N-glicanos con picos de masa 
característicos a Man6 (1539.4637m/z), Man7 (1702.3257m/z) y Man8 (1864.6240 m/z) 
(Figura 4A), así como también picos de GN2-Man3-GN2 (1459.4722m/z), GN2-Man3-
Fuc-GN2 (1606.5270m/z), y GN2-Man3-Xil-Fuc-GN2 (1731.5303m/z) (Figura 4A: a, b y 
c respectivamente). Por otro lado, Ab-KDELhoja solo presentó picos de masa en 
(1539.8330m/z, 1701.8937m/z y 1865.0188m/z) correspondientes a Man6, Man7 y Man8 
respectivamente (Figura 4B), además en la misma puede apreciarse similares 
proporciones relativas para las estructuras Man7 y Man8, siendo algo menor para la 
forma Man6. Las posibles estructuras de los glicanos correspondientes a cada uno de los 
picos mayoritarios obtenidos desde las dos versiones del anticuerpo purificado de hojas, 
se esquematizan en la Figura 5. 
 
Estos datos demuestran que en hojas Ab-KDEL es estrictamente retenido en ER 
ya que presenta mayoritariamente la forma de Man8, o correctamente recuperado desde 
el cis-Golgi por la presencia de Man6 y Man7; mientras que el mismo anticuerpo sin 
señal sería parcialmente secretado ya que sufre modificaciones de enzimas ubicadas 
normalmente en el trans-Golgi y, por el contenido de glicanos típicos de proteínas 
extracelulares como Lewisa (Fitchette-Laine et al., 1997).  
a) 
b) c) 
Figura 5: Representación esquemática de glicanos presentes en el anticuerpo 14D9 secretorio (sec-Abhoja) o con la 
señal de retención/recuperación  en ER, expresado en hojas de tabaco. Las estructuras  Man 6-9; a); b) y c) 
representan los picos señalados en MALDI-TOF-MS de la Figura 4. 
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I.2.4 Localización subcelular de los anticuerpos por inmunomicroscopía 
electrónica  
 
La localización subcelular de los anticuerpos recombinantes en hojas y semillas fue 
inicialmente estudiada empleando los métodos tradicionales de fijación química 
empleando distintas concentraciones de paraformaldehido-glutaraldehido, seguida de 
inclusión el LR white (London Resin) sin embargo con este tipo de metodología no se 
logró detectar de forma específica el planticuerpo en los cortes de tejido. Es por ello que 
finalmente se recurrió al empleo de congelamiento a altas presiones (High-pressure 
freezing) seguido de criosubstitución a fin de lograr una óptima preservación de la 
estructura y epitopes. Estos estudios fueron realizados en la Universidad de Wisconsin, 
Madison, USA, como se detalla en Materiales y Métodos. Las micrografías obtenidas al 
revelar las secciones de hojas y/o semillas que expresaban altos niveles de anticuerpos 
sec-Ab o Ab-KDEL con anticuerpos de cabra específico para kappa o gamma de ratón y 
uno secundario anti-cabra conjugado con partículas de oro de 15nm, se muestran en la 
Figura 6. En células del mesófilo de hojas que acumulaban Ab-KDEL las partículas de 
oro se encontraron solamente en ER (Figura 6A y B, flechas negras). Este resultado está 
de acuerdo con la ausencia de glicanos complejos en Ab-KDELhoja (Figura 3, calle 2). 
En cambio al analizar Ab-KDEL en secciones de cotiledones maduros, se observó que 
las partículas de oro se encontraban tanto en la matriz de PSV como en el espacio 
intercelular (Figura 6, E y F). 
 
De manera similar, el anticuerpo sec-Ab de semillas se encontró 
inexplicablemente solo en la matriz de PSV (Figura 6, C y D). Este resultado llama 
mucho la atención ya que se ha postulado que el camino default es la secreción, es decir 
que proteínas que sólo poseen como determinante de direccionamiento un péptido señal 
deben ser secretadas (Vitale et al., 1999).  
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Figura 6: Micrografia electrónica de transmisión: con anticuerpo ﻻ específico marcado con oro en células de 
parénquima de hojas expresando Ab-KDEL (A,B) y cotiledones maduros expresando sec-Ab (C,D) o Ab-KDEL 
(E;F). En las mismas c indica Cristaloide, Chl cloroplasto, ER retículo endoplásmico, G globoide, ICS espacio 
intercelular , Mit mitocondria, OB cuerpos lipídicos y PSV vacuolas de almacenamiento de proteínas. La escala 
corresponde a 200nm. 
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 I.3 Discusión  
 
Teniendo en cuenta los resultados de este capítulo, podemos decir que sec-Abhoja 
se expresa de manera estable y, es correctamente secretado por una vía Golgi-
dependiente, ya que el anticuerpo purificado presentó N-glicanos complejos α-1,3-
fucosa, β-1,2-xilosa y en menor proporción epitopes de Lewisa, típicos de proteínas 
extracelulares.  
 
Los estudios realizados por inmunocrospía electrónica de hojas expresando Ab-
KDELhoja mostraron que se localiza en ER. Los datos de MALDI-TOF-MS muestran en 
éste la presencia de glicanos ricos en manosa con igual composición en Man7 /Man8 y 
menor para Man6. Si se tiene en cuenta que las enzimas que degradan el glicano hasta 
alcanzar la forma de Man8 se encuentran estrictamente en ER, mientras que la 
conversión de Man8 a Man7 es llevada a cabo por la acción parcial de la α-manosidasa-I 
que ocurre en el cis-Golgi, se puede concluir que una proporción de Ab-KDELhoja  es 
estrictamente retenido en el ER (la que lleva Man8) mientras que la que poseen Man6 y 
Man7 es recuperada  desde el cis-Golgi por unión al receptor ERD2-KDEL siguiendo el 
transporte retrogrado hasta el ER. La ausencia de glicanos más complejos indica que el 
mecanismo de recuperación en células vegetales, funciona sólo con moléculas que no 
hayan avanzado más allá del  aparato de Golgi cis, a diferencia de lo que ocurre en 
células de levaduras y animales que se pueden recuperan proteínas desde el trans-Golgi. 
La presencia de glicanos Man7 y Man8 en proporciones similares y ausencia de glicanos 
complejos también ha sido informada por Sriraman et al. (2004) para la expresión del 
anticuerpo especifíco de Gonadotropina Coriónica humana (hCG) en tabaco, el cual 
presentaba la fusión de la secuencia KDEL con una extensa secuencia de unión (linker), 
de 15 aminoácidos [VDGGGGGSAAARGSE], al carboxilo terminal de ambas cadenas 
de la inmunoglubulina. En el caso de la expresión en tabaco de las inmunoglobulinas 
específicas para el Antígeno de superficie del virus de la Hepatitis B humana (HBsAg), 
también con KDEL en ambas cadenas, con un linker de dos aminoácidos [SR](Triguero 
et al., 2005) y, para el virus de la Rabia humana pero con la secuencia KDEL fusionada 
al COOH terminal de la cadena gamma exclusivamente, con un linker de 6 histidinas 
[HHHHHH] (Ko et al., 2003), se obtuvieron mayoritariamente glicanos de Man7 y una 
baja proporción de N-glicanos complejos, indicando por un lado una mayor 
recuperación desde el cis Golgi (y menor retención) que en el caso anterior y, por otro la 
Capitulo I 
_______________________________________________________________________________________________ 
_______________________________________________________________________________________________ - 63 -
probable secreción de una proporción reducida de Ig-KDEL que correspondería con la 
fracción con glicanos complejos. En estos trabajos no se estudió la localización celular 
ni tampoco se analizó la presencia de glicanos de tipo de Lewisa para confirmar la 
secreción. Estas diferencias observadas, también podrían estar relacionada a 
propiedades intrínsecas de los distintos anticuerpos; no obstante, los resultados 
obtenidos por Fischer et al. (1999) con la expresión del fragmento simple cadena 
biespecífico (bi-scFv), con la secuencia KDEL y el mismo linker que 14D9 [SE], fue 
igualmente eficiente en la retención/recuperación, demostrando principalmente la 
importancia que representa la composición y longitud de la secuencia del linker 
utilizada, la cual favorece la exposición de la señal de retención/recuperación para ser 
reconocida por el receptor-KDEL, por sobre el número de secuencias KDEL presentes 
(Sriraman et al., 2004). En la Figura 7, se esquematiza comparativamente los distintos 
anticuerpos (o bi-scFv, en último caso) y los diferentes linker’s utilizados en relación a 
los estados de glicosilación y localización subcelular. En nuestro caso, podríamos decir 
entonces que el linker [SE] utilizado aquí asegura que el C-terminal KDEL quede 
eficazmente accesible permitiendo una unión segura con su receptor, garantizando la 
completa retención/recuperación de la inmunoglobulina en ER.  
   
En semillas la secuencia C-terminal KDEL muestra un comportamiento dual ya 
que Ab-KDELsemilla es almacenado en PSV y parcialmente secretado, además por la 
presencia de N-glicanos complejos se pudo determinar que el mismo es transportado 
por una vía Golgi dependiente. El almacenamiento de proteínas recombinantes con la 
señal KDEL en compartimientos de almacenamiento en semillas ha sido reportado 
previamente; por ejemplo el grupo de Torres et al. (2001) encontró que fragmentos 
simple cadena (scFv-T84.66-KDEL) fueron localizados en Cueros Proteicos tipo I y II 
derivados del ER en endosperma de arroz. Asimismo, en semillas de tabaco la expresión 
de fitohemaglutinana y faseolina con dicha secuencia (Herman et al., 1990; Pueyo et al., 
1995) fueron encontradas en PSV y dirigida por una vía Golgi dependiente, aunque en 
estos casos no se observó secreción. La secreción de Ab-KDELsemilla podría deberse 
posiblemente al direccionamiento mediado por KDEL y a una saturación parcial de la 
maquinaria de transporte (Crofts et al., 1999), lo que determina importante diferencias 
en la retención y el direccionamiento vacuolar entre hojas y semillas. 
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Por otro lado, sec-Absemilla sorprendentemente es transportado y localizado en la 
matriz de PSV también por una vía Golgi-dependiente, lo que pudo observarse en cortes 
de inmunomicroscopía electrónica y además, por presentar reactividad frente a suero de 
N-glicanos complejos (α-1,3-fucosa y β-1,2-xilosa). Similares resultados han sido 
reportados en la expresión de la glicoproteína B de Citomegalovirus  humano en 
semillas de tabaco (Wrigth et al., 2001). Esta impredecible localización de proteínas 
secretorias en compartimientos de reserva, era atribuida como una característica 
especial en endosperma de cereal (Arcalis et al., 2004). Asimismo, estudios previos han 
Figura 7: comparación de diferentes números de secuencias KDEL presentes  y  la secuencia linker utilizada en 
relación a la composición de glicanos encontrada y la localización subcelular de distintos anticuerpos (o diabody) 
expresados en hojas de tabaco. 
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mostrado con distintas proteínas recombinantes que existe una especialización funcional 
en células de planta, particularmente con tejidos de reservas, dando como resultando 
una desviación a la esperada vía por “default” (Wright et al., 2001; Yang et al., 2003; 
Nicholson et al., 2005; Drakakaki et al., 2006; van Droogenbroek et al., 2007). Esto 
supondría entonces la existencia de un direccionamiento de proteínas tejido-específico, 
especialmente en semillas. Sin embargo, la expresión de una fitasa recombinante 
secretoria en Medicago truncatula, utilizada como modelo de leguminosa, en quien los 
cotiledones están especializados en almacenamiento de proteínas, fue perfectamente 
capaz de  secretar la fitasa recombinante (Abranches et al., 2008), mostrando que dicha 
especialización del direccionamiento de proteínas en tejidos de reserva es un fenómeno 
especie-dependiente.  
 
Como se mencionó anteriormente al menos tres rutas diferentes han sido 
reconocidas en el transporte de proteínas de almacenamiento desde el ER a PSV en 
plantas: la vía Golgi-dependiente (por medio de DV); el transporte directo ER-PSV 
(mediante vesículas PAC) y la ruta autofágica (Otegui et al., 2006). Si bien otros grupos 
han reportado el transporte a PSV de distintas proteínas recombinantes con el motivo 
HDEL/KDEL, son dirigidas por una vía Golgi independiente (mediante PBs y/o o 
vesículas KDEL) (Toyooka et al., 2000; Frigerio et al., 2001 y Tamura et al., 2004), los 
resultados expuestos aquí avalan el direccionamiento vacuolar en semillas de tabaco por 
una vía Golgi dependiente. Esto sugiere además, que la eficiencia del direccionamiento 
mediado por KDEL, en tabaco es órgano dependiente, siendo Ab-KDEL correctamente 
retenido en hojas, pero dirigido a vacuolas o parcialmente secretado en semillas. 
Similares diferencias órgano dependiente, fueron observadas en el direccionamiento de 
distintas glicoproteínas modelos estudiadas en arroz (Oryza sativa), en donde dichas 
proteínas se encontraron en cuerpos de prolamina derivados del ER y PSV dentro del 
endosperma (van Droogenbroeck et al., 2007; Takaiwa et al., 2009). En contraste, 
Abranches et al. (2008) observan que el direccionamiento de SP-phy fusionada al C-
terminal KDEL en M. truncatula, también es predominantemente retenida en ER y, 
parcialmente secretada o almacenada en PSV, aunque de manera similar tanto en hojas 
como en semillas, por lo que el direccionamiento en distintos órgano de la planta 
también es especie dependiente. 
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Otra diferencia importante pudo observarse al comparar la expresión en hojas y 
en semillas, es el procesamiento proteolítico ya que los perfiles proteicos obtenidos en 
las secciones anteriores para los anticuerpos purificados desde semillas, mostraron que 
existía algún tipo de degradación proteolítica, aparentemente correspondiente a la 
región N-terminal de la cadena gamma, que no es observado en los anticuerpos 
purificados desde hojas. En este sentido, los fragmentos de la cadena gamma de Ab-
KDELsemilla y de sec-Absemilla observados, podrían explicarse como el producto del 
clivaje proteolítico por Enzimas de Procesamiento Vacuolar (VPE: vacuolar processing 
enzymes), que reconoce un sitio específico dentro de la cadena polipeptídica. Estas 
enzimas pertenecen a la familia de endopeptidasas conocidas como legumainas 
(Kembhavi et al., 1993), que durante el desarrollo de la semilla, hidrolizan  la unión 
peptídica Asn-Gly (NG) de la región hipervariable de la subunidad IV de las proteínas 
de almacenamiento 11S. Estos resultados muestran entonces que en PSV existen 
proteasas que reconocen específicamente cierta secuencia del anticuerpo 14D9 
clivándolo y, para poder expresar este en forma estable en semillas es necesario 
identificar y modificar este sitio de clivaje.  
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I.4 Conclusiones 
 
 La fusión de la secuencia KDEL C-terminal en las cadenas kappa y 
gamma produce un aumento en su nivel de acumulación. 
 
 Las distintas formas del anticuerpo monoclonal 14D9 se ensamblan de 
manera correcta tanto en hojas como en semillas. 
 
 Los mismos se expresan de manera estable en hojas, no así en semilla 
sufriendo degradación proteolítica.    
 
 El linker [SE] entre el C-terminal de la inmunoglobulina y la secuencia 
KDEL sería eficiente para la exposición de la señal. 
 
  Ab-KDEL en hojas es retenido correctamente en ER, mientras que el 
mismo anticuerpo sin señal KDEL es  secretado. 
 
  En semillas de tabaco la secuencia C-terminal KDEL muestra un 
comportamiento dual: almacenamiento en PSV y secreción parcial.  
 
 En las mismas, la expresión del anticuerpo sin la señal produce su 
acumulación en PSV. 
 
 El direccionamiento a PSV en semillas de tabaco es a través de una vía 
Golgi-dependiente.  
 
 
CAPITULO II
“EXPRESIÓN
DE FUSIONES GFP-GUS A 
SEÑALES PUTATIVAS DE 
DIRECCIONAMIENTO VACUOLAR 
DERIVADAS 
DE UNA
GLOBULINA DE RESERVA”
• Evaluar la eficiencia de las señales KISIA o GNIFRGF, derivadas de la globulina 
11S de amaranto, para dirigir las proteínas reporteras GFP-GUS a vacuolas de 
reserva en plantas como otra alternativa de señal de direccionamiento.
J. Fabricio Lareu 
_______________________________________________________________________________________________ 
_______________________________________________________________________________________________ - 68 -
CAPITULO II 
 
“EXPRESIÓN DE FUSIONES GFP-GUS A SEÑALES PUTATIVAS 
DE DIRECCIONAMIENTO VACUOLAR  DERIVADAS DE UNA 
GLOBULINA DE RESERVA” 
 
 
II.1 Introducción 
 
La utilización de plantas como biorreactores para la producción de proteínas 
recombinantes, como se detalló anteriormente, ofrece potencialmente numerosas 
ventajas en comparación con otros sistemas. Su rentabilidad económica depende 
esencialmente de la obtención de un producto de calidad y un alto rendimiento; por ello, 
numerosos esfuerzos se han llevado a cabo en el transcurso de los años para mejorar 
tanto los procesos upstream como downstream de este sistema (Streatfield, 2007; 
Moloney and Siloto, 2004; Siloto and Moloney, 2006 y 2007; Faye and Gomord 2010). 
Los rendimientos de producción (proceso upstream) no están determinados únicamente 
por la tasa de transcripción y traducción del gen de interés, sino también por la 
estabilidad del mRNA y de la proteína que son afectados también por las condiciones de 
crecimiento y/o cultivo. La cantidad de proteína biológicamente activa depende además 
de la capacidad del sistema de realizar las modificaciones incluyendo la maduración 
proteolítica, formación de uniones disulfuro, glicosilación, etc. como se mostró en el 
capítulo anterior. Las células vegetales presentan numerosas proteasas que aseguran 
diversas funciones tales como: de regulación, de maduración proteolítica y la estabilidad 
(vida media) de las proteínas (Schaller, 2004); siendo muy importantes para el 
metabolismo celular; aunque, en el caso de proteínas exógenas puede representar una 
amenaza contra la estabilidad o funcionalidad, al producir degradación completa o 
parcial, impidiendo alcanzar altos niveles de acumulación de proteínas recombinantes 
biológicamente activas (Doran, 2006; Goulet and Michaud, 2006; Badri et al., 2007). 
Mientras que algunas proteínas recombinantes se acumulan en altos niveles en la célula 
de la planta, otras tantas son hidrolizadas dando una gran variedad de productos 
heterogéneos, impactando negativamente en el rendimiento final, observándose en 
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algunos casos niveles de acumulación por debajo del 0,01% P/V de las Proteínas 
Totales Solubles (TSP), como por ejemplo con el interferón β, la eritropoyetina o el 
factor de crecimiento epidérmico (Daniell et al., 2001). Diversas estrategias han sido 
consideradas en los últimos años para aumentar los niveles de acumulación de proteínas 
recombinantes y evitar su degradación proteolítica in planta (Benchabane et al., 2008) 
entre ellas la retención en el retículo endoplásmico (ER) (Pagny et al., 2003; Gomord 
and Faye, 2004; Vitale and Pedrazzini, 2005; Potula et al., 2008), la expresión en 
cloroplastos (Danieeell et al., 2005; Grevich and Daniell, 2005; Singh et al., 2009), o en 
semillas de cereales (Stoger et al., 2005; Rademacher et al., 2009), también la inducción 
de protein like-bodies (Torrent et al., 2009; Ramessar et al.2008a y b; Takaiwa et al., 
2009), la fusión a zeolina (Mainieri et al., 2004; Bellucci et al., 2007; De Virgilio et al., 
2008) y a secuencias repetidas de péptidos similares a elastina (elastin like peptides, 
ELP) (Conley et al., 2009; Floss et a., 2009 y 2010). 
  
Como se discutió en secciones anteriores una de las posibles estrategias para 
aumentar los niveles de acumulación es dirigir una proteína recombinante de interés 
dentro de Vacuolas de Almacenamiento de Proteínas o PSV. En este compartimiento las 
proteínas de reserva de semilla se acumulan en niveles muy altos (Muntz, 1998; 
Herman and Larkins, 1999). Aunque el mecanismo que determina el direccionamiento 
de proteínas de reserva a PSV ha generado un amplio debate y aún no ha sido 
clarificado, se ha demostrado que las proteínas de reserva poseen señales de 
direccionamiento tanto internas ubicadas en el extremo C-terminal que serían 
importantes para este direccionamiento (Castelli and Vitale, 2005; Vitale and Hinz, 
2005; Nishizawa et al., 2006; Pompa et al., 2010). En este trabajo se planteó la hipótesis 
de evaluar si tanto la secuencia C-terminal como una secuencia interna de la globulina 
11S de amaranto (Amaranthus hypocondriacus) son suficientes para dirigir genes 
reporteros a vacuolas, en particular no líticas, a fin de evitar la degradación proteolítica 
que ocurre en el apoplasto.  
 
Cabe aclarar que aunque PSV es una organela típica de semillas, la coexistencia 
de estas y vacuolas líticas ha sido observada en células de la punta de raíz (Paris et 
al.,1996) y de la aleurona de cebada (Swanson et al., 1998), en células de mesófilo en 
empalizada y esponjoso de hojas de tabaco (Di Sansebastiano et al., 1998, Park et al., 
2004) y de poroto (Park et al., 2004) y, en meristemas de raíz en plántulas de cebada y 
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arveja (Olbrich et al., 2007) en cambio, en células de mesófilo de arabidopsis se observa 
un único tipo vacuolar (Park et al., 2004), de ahí el interés que se puso en este trabajo en 
generar plantas transgénicas para estudiar el direccionamiento de proteínas reporteras en 
distintos tipos celulares. También es importante aclarar que aunque actualmente el 
modelo más aceptado para el transporte de proteínas solubles a PSV es por una vía que 
atraviesa el aparato de Golgi como ha sido probado en arveja, tabaco, arabidopsis y 
girasol (Hinz et al., 1999, Park et al., 2004; Otegui et al., 2006, Molina et al., 2006) en 
zapallo (Cucurbita maxima) se ha descripto un transporte directo del retículo 
endoplásmico a PSV en vesículas denominadas PAC (precursor accumulating vesicles) 
(Hara-Nishimura et al., 1998;). También se ha mostrado la existencia de vía Golgi 
independiente en Vigna mungo (Okamoto et al., 2003) donde vesículas denominadas 
KDEL, transportan endopeptidasas a PSV en semillas en germinación. 
 
Los objetivos de esta sección fueron identificar señales derivadas de una 
proteína de reserva que sean capaces de dirigir genes reporteros a vacuolas para 
posteriormente tratar de analizar en distintos tejidos y tipos celulares las características 
de las vacuolas (líticas y no líticas) a las que la proteína reportera fue transportada. 
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II.2 Resultados 
 
II.2.1 Selección de las secuencias aminoacídica de la globulina 11S de amaranto 
que podrían determinar su direccionamiento a vacuolas y diseño de las 
construcciones.  
 
Cuando este trabajo de tesis fue iniciado el modelo más aceptado acerca de los 
determinantes de direccionamiento vacuolar de proteínas de reserva, estaba asociados a 
la tendencia de estas proteínas a formar oligómeros en el retículo endoplásmico 
(Saalbach et al., 1991; Muntz, 1998). La primer secuencia discreta descripta para este 
tipo de proteínas fue el tetrapéptido AFVY C-terminal de la faseolina (Frigerio et al., 
2001). En este trabajo se planteó la utilización de secuencias discretas derivadas de una 
globulina 11S de amaranto. El pentapéptido KISIA (AmhCt) fue escogido como una 
señal de direccionamiento vacuolar putativa, teniendo en cuenta los resultados de 
faseolina (Frigerio et al., 2001) y además las reglas de señales en C-terminal (ctVSS) 
que son a menudo ricos en aminoácidos hidrofóbicos (Roger et al., 1998; Matsuoka and 
Neuhaus, 1999). La secuencia interna NIFRGF (AmhH1N) de la amarantina fue 
escogida porque se parece a la señal NPIRL/P encontrada en los inhibidores de 
proteasas del tipo Kunitz o papain-cistein proteasas Matsuoka and Neuhaus, 1999) que 
dirige a vacuolas tipo líticas y también, porque es muy similar a la señal LIRP 
encontrada en la ricinina, una lectina de ricino (Ricinus communis) que se acumula 
normalmente en PSV (Jolliffe et al., 2003).  
 
Una de las hipótesis que se formulaba para tratar de explicar la diferencia en los 
tamaños de los VSSs descriptos era que el tamaño del gen reportero empleado podría 
afectar los resultados obtenidos (Saalbach et al., 1991; Frigerio et al., 2001) por eso se 
decidió trabajar con dos clases de construcciones: unas conteniendo el gen codificante 
para la proteína fluorescente verde (GFP; aprox. 200 residuos de aminoácidos) y otra 
conteniendo además el gen codificante para la β-glucuronidasa (GUS; aprox. 600 
residuos de aminoácidos) construcciones GFP-GUS. Como era necesario dirigir estas 
proteínas reporteras a la vía secretoria se decidió utilizar el vector pRTL202 (Carrington 
et al., 1991), el cual posee el péptido señal de la cadena pesada de una inmunoglobulina 
secretoria de ratón (PS), que se sabe funciona bien en células vegetales, ya que este tipo 
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de señales está ampliamente conservado en eucariotas superiores. Para lograr buenos 
niveles de expresión se utilizó el promotor constitutivo 35S CaMV (2E-35S) con doble 
enhancer y su señal de poliadenilación (T-35S). Además, se utilizaron como controles 
construcciones GFP y GFP-GUS fusionado por un lado, con la señal KDEL de 
retención/recuperación en ER (GFP-ER y GFP-GUS-ER, respectivamente) y por otro, 
con la señal de direccionamiento vacuolar de la quitinasa A de tabaco (GFP-GUS-
ChiCt) (Neuhaus et al., 1991), todas ellas clonadas también dentro del vector pRTL202 
(Figura 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.2.2 Transformación de una suspensión celular de Arabidopsis con los 
plásmidos conteniendo los genes reporteros fusionados a las señales putativas de 
direccionamiento  vacuolar  
 
 Se partió de una suspensión células de mesófilo de Arabidopsis T87 en 
crecimiento activo y se obtuvieron protoplastos que fueron transformados con las 
construcciones mencionadas anteriormente empleando, PEG como se indicó en 
materiales. La expresión del gen reportero GFP fue analizado a distintos tiempos: 12-48 
horas post-transfección, por microscopía confocal de escaneo láser. 
 
Las construcciones controles de retención en retículo (GFP-ER Y GFP-GUS-
ER) mostraron una distribución perinuclear, formando una característica red reticular, 
que es típico del patrón de ER (Figura 2A y B). Las células transfectadas con las 
Figura 1: Representación esquemática de las construcciones reporteras utilizadas: las 
mismas fueron clonadas dentro del vector pRTL202, sitios KpnI y XbaI.  A la derecha se 
encuentra la nomenclatura dada para los plásmidos obtenidos. Las construcciones no se 
encuentran graficadas a escala. Para las referencias ver texto. 
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construcciones reporteras GFP o GFP-GUS fusionadas a la señal de amarantina AmhCt 
o AmhH1N, fueron detectadas inicialmente en ER (12 horas post-transfección) y, 
posteriormente en vacuolas luego de 36 horas (Figura 2C a F). Resultados similares 
fueron reportados para GFP fusionada a la señal de direccionamiento vacuolar de la 
quitinasa A de tabaco o la faseolina (Di Sansebastiano et al., 1998 y Frigerio et al., 
1998; respectivamente). 
 
 Estos resultados muestran que el pentapéptido C-terminal KISIA o el 
determinante interno H1N de la amarantina, son capaces de direccionar las proteínas 
reporteras GFP y GFP-GUS a vacuolas en una suspensión de protoplastos de 
Arabidopsis T87. Sin embargo, esta suspensión de células indiferenciadas, presenta un 
único tipo de vacuolas ya que los controles con señales de direccionamiento a vacuolas  
de reserva y vacuolas líticas fueron dirigidos también al mismo compartimiento 
(Silvana Petruccelli 2007), por lo que es necesario evaluar estas señales en un sistema 
que presente los distintos tipos de vacuolas, como es la utilización de plantas. 
Figura 2: Microscopía confocal de fluorescencia y contraste diferencial de interferencia (DIC). 
Imágenes de Arabidopsis expresando: (A) GFP-ER; (B) GFP-GUS-ER; (C) GFP-AmhCt; (D) GFP-GUS-
AmhCt; (E) GFP-AmhH1N; (F) GFP-GUS-AmhH1N. Escala 10 µm. 
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II.2.3 Agroinfiltración de hojas de Nicotiana tabacum (expresión transitoria) 
con agrobacterium llevando los plásmidos conteniendo los genes reporteros 
fusionados a  las señales putativas de direccionamiento  vacuolar 
 
Para la expresión transitoria en hojas de tabaco, se realizó el subclonado del 
cassette completo desde pRTL202 (Figura 1, sitios Hind III), con las construcciones 
doble reportero GFP-GUS, al vector binario pBLTi 121 (Gomord et al., 1996) Ver 
Materiales y Métodos 2.4. Los plásmidos obtenidos fueron transformados mediante 
electroporación en Agrobacterium tumefaciens GV3101 y se analizó que no hubieran 
sufrido reordenamientos por mapeo por restricción (datos no mostrados).  
 
La expresión transitoria se realizó en hojas de N. tabacum y se evaluó luego de 
48hs y 72hs post-infiltración por microscopía confocal de fluorescencia. En las 
imágenes obtenidas desde hojas agroinfiltradas, se observó fluorescencia verde superior 
del fondo o auto-fluorescencia que es emitida mayoritariamente por la clorofila. No 
obstante, la fluorescencia debida a GFP de las construcciones  GFP-GUS-AmhCt y 
GFP-GUS-AmhH1N (Figura 3, D y E respectivamente), así como el control vacuolar 
GFP-GUS-ChiCt (Figura 3, C), a los tiempos analizados mostraron una distribución 
propia del ER, siendo equivalente a la construcción control GFP-GUS-ER que se 
encontró en esta organela ya que exhibió una distribución perinuclear y formación de la 
red reticulada característica (Figura 3, B). 
 
Mediante expresión transitoria en hojas de tabaco se observó entonces que las 
construcciones doble reportero con señales vacuolares, no llegaban a su destino final 
quedando retenidas en el ER, en contraste con los resultados mostrados anteriormente 
para la expresión transiente en células de mesófilo de Arabidopsis T87 donde a tiempos 
comprendidos entre las 48-72hs postransfección, se observaba un patrón 
predominantemente vacuolar. Esta diferencia, podría atribuirse a que en la 
transformación mediada por Agrobacterium la llegada del T-DNA al núcleo, 
transcripción y traducción es más lenta, siendo más notable cuando los genes a expresar 
son de gran tamaño. No obstante, con estos resultados, se corroboró que las 
construcciones doble reportero en el vector binario eran funcionales y se decidió 
estudiar la expresión y el direccionamiento a tiempos más largos, para los que la 
transformación estable es más adecuada.  
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Figura 3: Microscopía confocal de escaneo laser en cortes de hoja agroinfiltradas con los 
plásmidos: A) medio de infiltración (control sin transformar, Nt); B) pBLTi GFP-GUS-ER; C) pBLTi 
GFP-GUS-ChiCt; D) pBLTi GFP-GUS-AmhCt y E) pBLTi GFP-GUS-AmhH1N. La referencia (v) indica 
las imágenes obtenidas para la fluorescencia verde, con (r) para la roja y (svr) corresponde a la 
superposición de las dos imágenes anteriores. 
J. Fabricio Lareu 
_______________________________________________________________________________________________ 
_______________________________________________________________________________________________ - 76 -
II.2.4 Obtención de plantas transgénicas de N. tabacum con las fusiones GFP-
GUS-señal vacuolar (expresión estable) 
 
II.2.4.1-Transformación de discos de hojas de Nicotiana tabacum con 
agrobacterias y regeneración de plantas transgénicas 
 
Para la obtención de plantas transgénicas (expresión estable), los plásmidos 
binarios pBLTiGFP-GUS-AmhCt, pBLTiGFP-GUS-AmhH1N, pBLTiGFP-GUS-ER y 
pBLTiGFP-GUS-ChiCt fueron electroporados en la cepa de Agrobacterium t. LBA 
4404. Luego de analizar que los plásmidos recuperados de la agrobacteria no hubieran 
sufrido reordenamientos, discos de hojas de tabaco fueron transformados como se 
detalló en la sección Materiales y Métodos secc.2.16. La regeneración de plantas de N. 
tabacum transformadas fue muy problemática. En la mayoría de los experimentos 
independientes de transformación se observó generación de callos resistentes al 
antibiótico selector (kan 100mg/l) sin embargo, mostraban una mala o nula 
diferenciación a plántulas no observándose este problema en los explantos sin 
trasformar (control de viabilidad y regeneración) ni en transformaciones realizadas con 
una agrobacteria llevando el GUS-intrón. Para tratar de mejorar la regeneración se 
eliminó el uso de kanamicina como medio de selección de explantos positivos ya que se 
podían emplear los genes reporteros, sin embargo los resultados no fueron mejores por 
lo que se mantuvo el uso de este antibiótico incrementándose el número de explantos en 
cada experimento. Se observó que aproximadamente el 70% los explantos 
transformados con la construcción GFP-GUS-AmhH1N generaba callos resistentes o 
plántulas mal formadas. El número de callos transformados fue aún más bajo (30%) 
para la construcción GFP-GUS-AmhCt y nulo para la construcción GFP-GUS-ChiCt.  
 
Luego de varios ensayos independientes de transformación se obtuvieron 
plántulas resistentes en buenas condiciones, únicamente con los vectores pBLTiGFP-
GUS-AmhCt y pBLTiGFP-GUS-AmhH1N, que fueron sucesivamente repicados en los 
distintos medios de regeneración con el agente selector, hasta su rustificación en 
macetas. A cada una de las líneas de plantas obtenidas con los distintos constructos se 
las llamó como: Nt-GFP-GUS-AmhCt a las transformadas con la construcción de señal 
KISIA y Nt-GFP-GUS-AmhH1N para NIFRGF. 
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II.2.4.2 Análisis molecular de las plantas transgénicas Nt-GFP-GUS-AmhCt 
y Nt-GFP-GUS-AmhH1N obtenidas para confirmar la presencia del transgen. 
 
De las distintas líneas de plantas transformadas obtenidas se realizó la extracción 
de DNA genómico según Dellaporta et al. (1983). Como controles positivos se 
utilizaron los plásmidos pBLTiGFP-GUS-AmhCt y pBLTiGFP-GUS-AmhH1N. En la 
Figura 4, se muestran los resultados de amplificaciones del DNA genómico de las 
distintas líneas con los primers 5’pRTGFP y 3’Amh-señal de direccionamiento, que 
permiten amplificar el gen codificante para GFP. En la misma, puede observarse que 
cuando se emplea como molde el DNA extraído de tres líneas independientes Nt-GFP-
GUS-AmhH1N se obtiene una banda de aproximadamente 600bp correspondiente al 
gen reportero GFP (Figura 4, calles 3 a 8) y se visualiza también la amplificación del 
control positivo (Figura 4, calle 16). Por otro lado, las dos líneas independientes  Nt-
GFP-GUS-AmhCt  analizadas con los primers 5’pRTGFP y 3’AmhCt, también dan 
resultados positivos para la amplificación del gen GFP (Figura 4, calles 9 a 12) así 
como en el control positivo (Figura 4, calle 15); sin embargo, solamente para la primera 
línea dio amplificación en el duplicado. Teniendo en cuenta que los duplicados se 
realizaron con moldes de extracciones genómicas independiente desde distintas hojas de 
la misma planta, el mismo podría contener impurezas que inhibieron la amplificación o 
que se haya fragmentado el gen reportero en la extracción, o bien tratarse de una planta 
quimérica.  
 
Figura 4: Electroforesis en gel de agarosa, determinación de transgénesis por PCR. (P) 
corresponde al patrón; calle 2 (CR) control de reactivos; calles de 3-8 productos de amplificación 
con DNA de Nt-GFP-GUSAmhH1N y primer reverso 3’AmhH1N; calles de 9-12 con DNA de Nt-
GFP-GUSAmhCt y primer reverso 3’AmhCt; calle 13 con DNA Nt-salvaje (wt) y primer reverso 
3‘AmhCt; calle 14 con DNA Nt-wt y primer reverso 3’AmhH1N; calle 15 pBLTi-GFP-GUSAmhCt y 
primer reverso 3’AmhCt y; en calle 16 con pBLTi-GFP-GUSAmhH1N y primer reverso 3’AmhH1N. 
(a), (b) y (c) corresponden a líneas independientes de plantas.  
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Como resultado de la transformación estable de N. tabacum se obtuvieron 
entonces tres líneas independientes de plantas (generación F0) con la construcción GFP-
GUS-AmhH1N, las que fueron denominadas: Nt-GFP-GUS-AmhH1N [A], [B] y [C] 
respectivamente y, por otro lado, dos líneas independientes con la construcción KISIA, 
plantas Nt-GFP-GUS-AmhCt cuyas líneas independientes fueron designadas [A] y [B] 
respectivamente. Todas ellas, fueron rustificadas en macetas dando flores y semillas 
luego de ocho semanas. Estas, una vez maduras, fueron esterilizadas y cultivadas en 
mGT complementado con 100µgr/ml del antibiótico selector kanamicina. Todas las 
semillas fueron viables, dando plántulas que luego fueron pasadas a macetas para 
rustificar (generación F1). 
 
El número de líneas independientes obtenidas fue muy inferior al obtenido con 
los controles sin transformar, esta baja eficiencia de regeneración indicaría que la 
transformación desde disco de hojas tiene un efecto negativo en la diferenciación celular 
de los transgenes al utilizar reporteros dirigidos a vacuola, resultados similares de baja 
eficiencia de regeneración fueron publicados en trabajos previos por Di Sansebastiano 
et al. (2007) al transformar N. tabacum y benthamiana con GFP-ChiCt y Aleu-GFP 
(ssVSS de la aleurina de cebada). 
 
II.2.5  Estudio del patrón espacial de expresión del gen reportero de la β–
glucuronidasa de las plantas transgénicas Nt-GFP-GUS-AmhCt y Nt-GFP-GUS-
AmhH1N 
 
Para determinar la actividad del transgen en distintos tejidos de las líneas 
transgénicas obtenidas, se cultivaron plántulas Nt-GFP-GUS-AmhCt o Nt-GFP-GUS-
AmhH1N correspondientes a la generación F1, en medio de cultivo, conteniendo 
kanamicina como agente selector, hasta alcanzar tres semanas. Luego de ese período, se 
visualizó histoquimicamente la actividad β–glucuronidasa (GUS) utilizando el sustrato 
específico para la enzima  X-glu (ácido 5-Bromo-4-cloro-3-indol-β-D-glucurónico), en 
plántulas enteras. Cabe aclarar que el producto primario de hidrólisis del X-glu, el 5-
Bromo-4-cloro-3-indol es incoloro y soluble, pero es oxidado y dimerizado para formar 
el producto final de la reacción que es de color azul índigo. Para que la tinción 
histoquímica refleje los lugares donde efectivamente hay actividad β–glucuronidasa, 
debe favorecerse la rápida oxidación del producto primario, para minimizar su difusión, 
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efecto que se logra incorporando una mezcla ferri-y ferrocianuro en el buffer de 
reacción. Además, el buffer empleado debe  contener metanol para facilitar la 
penetración, que es otra de las variables a considerarse al realizar este tipo de análisis, 
ya que muchas veces la falta de color puede indicar que el sustrato no llego a la célula o 
alternativamente la cantidad de producto formado no es suficiente para que se observe 
el color. Aún empleando un promotor con actividad constitutiva como el 35S la 
Figura 5: Micrografías de cortes de plantas transgénicas F1 a los que se los realizó el ensayo
histoquímica  la actividad β-glucuronidasa. La observación se realizó en: A) Control en raíces de 
plantas Nt. salvajes; actividad en raíces transgénicas en B) Nt-GFP-GUS-AmhCt; C) Nt-GFP-GUS-
AmhH1N. Los recuadros en rojo indican la región ampliada en D) y G) de las figuras B y C, 
respectivamente. Así como también en E) y F) se observa en detalle la coloración de los tricomas en
raíces Nt-GFP-GUSAmhH1N y AmhCt respectivamente. La coloración en hojas se contempla en H)
para el control negativo (Nt salvaje) e I) transgénica Nt-G-AmhH1N. Se detalla en J) un acercamiento 
del recuadro indicado en I). El aumento para A, B, C, H e I es de 80X y, de 320X para la ampliación de
los recuadros.
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observación de actividad GUS en células de mesófilo de hojas suele estar por debajo de 
los límites de sensibilidad del método (Petruccelli et al., 2001).  
 
En las líneas transgénicas Nt-GFP-GUS-AmhCt, se observó coloración azul 
correspondiente a la actividad de la β–glucuronidasa solamente en la punta de raíz, 
mayoritariamente distribuida en el interior de las células del meristema radicular, 
epidermis, haces vasculares y tricomas (Figura 5B, D y F) no así en tallos y hojas. Por 
otro lado, en plantas Nt-GFP-GUS-AmhH1N se observó un patrón de coloración en la 
punta radicular, en la epidermis, haces vasculares y tricomas (Figura 5C y E, 
respectivamente) observándose además difusión en el apoplasto (Figura 5G) hecho que 
puede atribuirse a la mayor actividad β–glucuronidasa de la línea Nt-GFP-GUS-
AmhH1N en relación a Nt-GFP-GUS-AmhCt.  Asimismo, las líneas Nt-GFP-GUS-
AmhH1N presentaron actividad β–glucuronidasa en hojas (Figura 5I y J) sin embargo, 
la distribución en ellas no fue en el total de la superficie foliar, sino que fue 
mayoritariamente en los bordes de la hoja y nervaduras hecho que puede atribuirse a 
una penetración no uniforme del sustrato en el tejido analizado   (Jefferson et al., 1987). 
Además, si bien se sabe que el promotor 35S CaMV, es un promotor fuerte y que se 
expresa de manera constitutiva en la mayoría de los tejidos vegetales, el mismo presenta 
mayor nivel expresión en haces vasculares y tricomas (Benfey et al., 1990).  
 
Con estos resultados podemos deducir entonces que en las líneas transgénicas 
Nt-GFP-GUS-AmhH1N el gen reportero de la β-glucuronidasa es funcional y presenta 
actividad en hojas y raíces, aunque no en tallos. La actividad β-glucuronidasa en raíz es 
superior a la observada  en hoja, como se manifiesta por la mayor difusión del producto 
de reacción en este órgano. En contraste, las plantas Nt-GFP-GUS-AmhCt solo 
presentaron actividad enzimática en raíz. La falta de señal en hojas de las plántulas Nt-
GFP-GUS-AmhCt podría deberse a que la actividad está por debajo de la sensibilidad 
del método o bien el reportero se expresa pero es rápidamente degradado. Podemos 
agregar además, que para ambas construcciones, la visualización de coloración siempre 
fue mayor en los haces vasculares, tanto en raíz, como en nervaduras de hojas, hecho 
que coincide con el patrón de expresión del promotor 35S (Benfey et al., 1990; 
Petruccelli et al. 2001). 
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Los patrones de expresión observados para las plántulas Nt-GFP-GUS-AmhCt y 
GFP-GUS-AmhH1N, corresponden a una localización intracelular lo que muestra el 
efecto de la señal de direccionamiento, ya que si la misma no funcionara seguiría el 
camino “default” que es la secreción (Denecke et al., 1990). Debido a las limitaciones 
de la técnica por difusión del producto primario de reacción y su baja sensibilidad  
(Jefferson et al., 1987) el estudio de la localización intracelular se realizará empleando 
el reportero fluorescente.  
 
II.2.6 Estudio del  patrón  espacial  de expresión del gen reportero GFP de las 
plantas transgénicas Nt-GFP-GUS-AmhCt y Nt-GFP-GUS-AmhH1N 
 
La proteína verde fluorescente (GFP) permite la visualización directa de la 
localización subcelular de proteínas de fusión en células vivas y en tiempo real. Así, la 
localización de distintas proteínas de fusión a GFP en el sistema secretorio ha sido 
estudiada en diferentes órganos de plantas superiores. Sin embargo, la fluorescencia del 
reportero no ha podido ser observada en el lumen de vacuolas, especialmente ácidas, de 
algunos órganos de plantas (Flückiger et al., 2003; Tamura et al., 2003; Samalova et al., 
2006). Esto se atribuye principalmente a la inestabilidad de la proteína reportera en un 
entorno ácido (Tamura et al., 2003) o, a la acción de proteasas fotodependientes 
(Flückiger et al., 2003). No obstante, en N. benthamiana y A. thaliana, la fluorescencia 
de GFP dirigida a vacuolas, ha sido observada de manera estable en vacuolas de plantas 
transgénicas al ser incubadas bajo condiciones de oscuridad, siendo esta degradada con 
menos de 1 hora de iluminación, especialmente si la misma era azul (Tamunra et al., 
2003).  
 
Teniendo en cuenta lo antedicho, para la observación de fluorescencia en los 
distintos órganos de las plantas transgénicas Nt-GFP-GUS-AmhCt y Nt-GFP-GUS-
AmhH1N (F1), se ajustaron las condiciones previas de cultivo e incubación, 
cultivándose inicialmente en macetas con fotoperíodo normal de 16/8hs luz, y luego de 
4 semanas de rustificación, ser incubadas en cámara oscura. De este modo la falta de 
fluorescencia, en las plantas transgénicas de N. tabacum y, al igual que en N. 
benthamiana y A. thaliana, pudo revertirse al realizar una incubación de al menos 48hs 
en oscuridad previa observación de fluorescencia. 
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II.2.6.1.1 Localización subcelular de GFP en hojas de plantas transgénicas 
Nt-GFP-GUS-AmhCt y Nt-GFP-GUS-AmhH1N por microscopia confocal de 
fluorescencia.  
 
Plantas Nt-GFP-GUS-AmhCt y Nt-GFP-GUS-AmhH1N pertenecientes a la filial 
F1, fueron cultivadas en invernadero con un fotoperíodo normal (16hs luz) durante 4 
semanas y colocadas en la oscuridad 48 horas antes de la observación por microscopía 
de fluorescencia. Para la observación se realizaron  cortes de la hoja que fueron 
colocados en la platina del microscopio con la superficie abaxial de hojas hacia arriba 
empleándose los filtros para GFP indicados en Materiales y Métodos secc. 2.19 (Figura 
6). Paralelamente, éstas plantas transgénicas fueron agroinfiltradas con una proteína 
fluorescente roja mCherry (Shaner et al., 2004), fusionado con la proteína intrínseca de 
tonoplasto γ (mCherry-γ-TIP, Nebenfuhr et al., 2007) que se localiza en vacuolas de 
tipo líticas. 
 
En los cortes de hoja de plantas Nt-GFP-GUS-AmhCt y H1N, luego de la 
microscopía, se observó fluorescencia correspondiente a GFP superior al fondo, donde 
la construcción AmhCt es visualizada de forma definida en el contorno de las 
membranas celulares con el filtro verde (Figura 6B y C, izquierda), no observándose 
con el rojo como autofluorescencia (Figura 6B y C, centro) y, de la superposición de 
ambas imágenes se puede contemplar que se mantiene diferencialmente del fondo la 
fluorescencia verde propia de la expresión del reportero GFP. Por el contrario, al 
observar la fluorescencia emitida con la construcción GFP-GUS-AmhH1N, si bien la 
misma se visualiza en el contorno celular, también se observa que esta se distribuye en 
algunas zonas en forma de pequeñas estructuras esféricas hacia el interior celular 
(Figura 6C, flechas). 
 
Por otro lado, al analizar las imágenes obtenidas en las plantas transgénicas co-
infiltradas con mCherry-γ-TIP, se puede observar la fluorescencia del reportero rojo 
dispersa definidamente en el interior celular, no así en los límites de las mismas (Figura 
7A y B, centro) propio de una localización en vacuolas de tipo líticas o vacuola central 
(Di Sansebastiano et al., 2001; Brandizzi et al., 2004). Al superponer los canales verdes 
y rojo de estas imágenes, se manifiesta la colocalización en tonos de amarillo/naranja, 
de la combinación de fluorescencia verde y roja. En este caso, podemos observar que la 
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fluorescencia verde debida a GFP con la señal AmhCt, se visualiza en el límite celular a 
pesar de la superposición de imágenes (Figura 7A, flecha), así como también con 
AmhH1N, aunque con esta última se observa además co-localización parcial en algunas 
zonas (Figura 7B, flechas).  
 
Con estos resultados, podemos decir entonces que en hojas la proteína GFP con 
la señal AmhCt no se localiza en vacuolas de tipo líticas o vacuola central, ya que no 
colocaliza con el marcador fluorescente mCherry-γ-TIP (Nebenführ et al., 2007) 
Contrariamente, al utilizar el determinante interno de la amarantina H1N, se observa en 
Figura 6: Análisis de la expresión de GFP por microscopía confocal de fluorescencia, en cortes 
de hojas de plantas salvajes, Nt en (A), en plantas transgénicas Nt-GFP-GUS-AmhCt en (B) y, en 
plantas Nt-GFP-GUS-AmhH1N en (C). La imagen de la izquierda corresponde al canal verde (v) para 
GFP, al centro el rojo (r, autofluorescencia) y, a la derecha corresponde a la imagen formada por la 
superposición de ambos canales (svr).
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algunas zonas del límite celular que existe colocalización con el fluoróforo rojo; un 
patrón similar es informado para la expresión de la proteína intrínseca de tonoplato de 
vacuolas líticas fusionado a GFP (ﻻ-TIP-GFP, Tonoplast Intrinsic Proteins-GFP) (Saito 
et al., 2002). No obstante, al utilizar el reportero mCherry-ﻻ-TIP se observa por un lado 
que, no hay colocalización en el interior celular y por otro, que en todos los casos la 
intensidad de la fluorescencia verde emitida al utilizar el determinante interno es 
relativamente menor a la señal AmhCt. Uno de los parámetros que puede ser tomado en 
consideración para esto es el pH. Un entorno ácido (como en el interior de vacuolas 
líticas), podría alterar el equilibrio de protonación de la proteína GFP volviéndola 
inestable, marcando una disminución en la fluorescencia, no así para la proteína roja 
que es estable en el lumen vacuolar (Samalova et al., 2006). Asimismo, a pH bajos hay 
aumento de la actividad de ciertas proteasas pH-dependientes (equivalentemente a las 
proteasas luz-dependientes), concordando con lo publicado por Flückiger et al. (2003) 
donde solo observa fluorescencia verde al utilizar inhibidores de proteasas. 
Indistintamente de la localización vacuolar del reportero GFP dirigido por las 
señales de la amarantina en las plantas transgénicas, este presentó relativamente una 
tenue emisión de fluorescencia (Figura 6 y 7) al compararse con los resultados 
Figura 7: Co-localización de mCherry-γ-TIP en cortes de hoja de plantas transgénicas Nt-GFP-
GUS-AmhCt en (A) y Nt-GFP-GUS-AmhH1N en (B). A la derecha se observa la fluorescencia del 
canal verde (GFP), al centro la roja (mCherry-γ-TIP) y la imagen de la derecha muestra la 
superposición de ambas (svr). La flecha indica el límite celular.  
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obtenidos con expresión transitoria (Figura 3), donde la proteína reportera se localizó en 
ER indistintamente de la señal fusionada; sin embargo, la intensidad de la fluorescencia 
mayor en estas últimas podría deberse a una mayor estabilidad de la proteína 
fluorescente o un mayor nivel de acumulación al localizarse en ER, no así en vacuolas. 
Aunque en los ensayos de expresión transiente también existe el problema de la 
sobrecarga de los sistemas de transporte. 
  
II.2.6.1.2 Localización subcelular de GFP en raíces de plantas transgénicas 
Nt-GFP-GUS-AmhCt y Nt-GFP-GUS-AmhH1N por microscopia confocal de 
fluorescencia 
 
Para evaluar la expresión y localización subcelular del gen reportero GFP con 
las señales vacuolares AmhCt o AmhH1N, dentro de raíces de plantas transgénicas, 
semillas de todas las líneas de la generación F0 fueron germinadas y crecidas en medio 
con el agente selector kanamicina durante 4 semanas. Luego de ese período, cortes de 
raíces fueron observados directamente por microscopía fluorescente para evaluar la 
expresión del transgen. En paralelo, con el fin de evaluar la localización subcelular, 
raíces de plantas Nt-GFP-GUS-AmhCt y H1N con cuatro semanas de crecimiento, se 
incubaron con el colorante Rojo Neutro (RN; 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina) 
durante 30 minutos (Figura 8). El RN es ampliamente utilizado en varios sistemas 
biológicos como un fluorocromo en la tinción de células vivas. La principal ventaja del 
RN es que penetra rápidamente en tejidos vivos de raíz, siendo la forma desprotonada 
de fácil ubicación en la membrana plasmática y tonoplasto, y particularmente la forma 
protonada, por su carácter ácido, es retenido en vacuolas líticas (Oparka, 1991; Timmers 
et al., 1995; Ehara et al., 1996). Esta propiedad, hace que el RN sea utilizado como 
marcador acidotrópico por su acumulación en vacuolas de tejidos vegetales como 
Phaseolus vulgaris, Allium cepa, A. porrum y Arabidopsis thaliana (Smith and Raven, 
1979; Timmers et al., 1995; Di Sansebastiano et al., 1998; Kawai et al., 1998; Ngo et 
al., 2005). Asimismo, al ser excitado con luz UV presenta un pico de emisión máxima 
en 590nm para vacuolas y en 600nm para protoxilema, metaxilema y banda de 
Casparian, siendo una señal inequívoca al comparar con la fluorescencia de GFP 
(máximo de emisión entre 485-550nm)(Dubrovsky et al., 2006).     
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Figura 8: Micrografias confocal de fluorescencia  de  raíces plántulas  Nt-GFP-GUS-AmhCt y 
Nt-GFP-GUS-AmhH1N. En A) Control negativo en raíces de plantas salvajes (Nt); en B) transgénicas 
Nt-GFP-GUS-AmhCt y en C) Nt-GFP-GUS-AhmH1N. Para D) y E) raíces transgénicas Nt-GFP-GUS-
AmhCt y Nt-GFP-GUS-AhmH1N respectivamente, tratadas además con Rojo Neutro, RN. La 
referencia (v) indica las imágenes obtenidas para la fluorescencia verde, con (r) para la roja y (svr) 
corresponde a la superposición de las dos imágenes anteriores excepto, en el control siendo la 
imagen obtenida en campo claro (CC).  
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En las imágenes B) y C) de la Figura 8, podemos apreciar fluorescencia verde 
superior al fondo para las raíces transgénicas Nt-GFP-GUS-AmhCt y Nt-GFP-GUS-
AmhH1N, respectivamente. Para las primeras, la emisión se visualiza 
predominantemente en los límites de la membrana plasmática (Figura 8B), en contraste 
con lo observado en raíces AmhH1N donde además, se observa distribuido 
mayoritariamente en el interior celular (Figura 8C). Al analizar las imágenes obtenidas 
de ambos tipos de raíces transgénicas preincubadas con el colorante Rojo Neutro (RN), 
se puede apreciar que la fluorescencia de este co-localiza con la emitida por la 
construcción GFP-GUS-AmhH1N en el interior celular (Figura 8E), no así en raíces con 
la señal Cterminal de la amarantina que presenta co-localización parcial en el interior, 
aunque se mantiene diferencialmente verde en los límites celulares y con una marcada 
intensidad en los haces vasculares (Figura 8D). 
 
Los resultados obtenidos nos permiten concluir que indistintamente de la señal 
de amarantina fusionada a GFP su expresión en raíces de N. tabacum transgénicas es 
estable. Por su distribución mayoritaria en los límites de la membrana plasmática 
podríamos deducir que al utilizar la señal de direccionamiento AmhCt la proteína 
recombinante se localiza principalmente en vacuolas de reserva o PSV en raíz de 
tabaco. Asimismo, Flückiger et al. (2003), muestran un patrón similar con la expresión 
de GFP-Chi de Di Sansebastiano et al. (1998; 2001) en meristema radicular de 
Arabidopsis cv. Wassylevskaja, la cual se localizó mayoritariamente en PSV (Figura 
9A), pero a menudo en vacuola central (Figura 9C). Esta localización ocasional en la 
vacuola central explicaría la colocalización parcial de GFP-GUS-AmhCt con la 
fluorescencia del colorante RN. Por el contrario, la construcción GFP-GUS-AmhH1N 
se localiza predominantemente en vacuolas de tipo ácidas en este órgano, lo que se pudo 
corroborar al colocalizar con el colorante RN. Sin embargo, en el patrón de 
fluorescencia característico de vacuolas líticas (Figura 9B) no se observa marca sobre el 
límite celular, por lo que podría suponerse que GFP-GUS-AmhH1N se encuentra 
además en la vacuola central. Esto último, estaría de acuerdo con el modelo observado 
en células maduras, donde las vacuolas líticas, así como PSV, se fusionan en un 
compartimiento simple como la vacuola central (Vitale and Raikhel, 1999). 
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II.2.6.1.3 Localización subcelular de GFP en semillas de plantas 
transgénicas Nt-GFP-GUS-AmhCt y Nt-GFP-GUS-AmhH1N por microscopia 
confocal de fluorescencia 
 
Uno de los objetivos de obtener líneas transgénicas estable que contengan el 
doble reportero fusionado con las señales AmhCt y AmhH1N es poder estudiar si estas 
son eficientes en el direccionamiento a PSV en distintos órganos. Siendo la ruta a PSV 
propia de semillas y, no pudiendo extrapolarse los resultados obtenidos con hojas de 
plantas transgénicas, ya que en el capítulo anterior mostramos que el direccionamiento 
de sec-Ab y Ab-KDEL era órgano-dependiente, se realizó la observación de 
fluorescencia por microscopía fluorescente en cortes de semillas transgénicas maduras 
de Nt-GFP-GUS-AmhCt y Nt-GFP-GUS-AmhH1N (Figura 10). 
 
Dado que la cubierta de la semilla o testa presenta en condiciones naturales 
marcada autofluorescencia, previo a la observación microscópica se quito la misma por 
métodos físicos. Al analizar las imágenes obtenidas luego de la microscopía 
fluorescente, se pudo observar en el control con semillas salvajes que también 
presentaban autofluorescencia las células del endosperma, con el filtro para 
fluorescencia verde, así como para la roja (Figura 10A). En los cortes de semillas 
transgénicas maduras Nt-GFP-GUS-AmhCt y AmhH1N (Figura 10B y C, 
respectivamente), si bien la fluorescencia verde, a diferencia del control, se muestra de 
manera definida marcando el interior en células del endosperma (Figura 10 B y C; v), la 
Figura 9: Patrón de fluorescencia GFP en vacuolas de raíces de Arabidopsis. En A) expresión de 
GFP fusionada a la señal de direccionamiento de la quitinasa A de tabaco (GFP-Chi) como marcador 
de PSV (Di Sansebastiano y col.1998; 2001), en B) fluorescencia de GFP en Vacuolas Líticas (LV) al 
utilizar Aleu-GFP (Di Sansebastiano y col., 2001). El reportero fluorescente Aleu-GFP marca a 
menudo la Vacuola Central en raíces de Arabidopsis cv. Wassylevskaja (C). La imagen (A) es tomada 
de Brandizzi et al. (2004) pág.: 143 y, las imágenes (B) y (C) son adaptadas de Flückiger et al.(2003) 
pág.: 1580. 
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misma colocaliza parcialmente con la fluorescencia roja (Figura 10 B y C; svr) 
presentando además intensidad levemente mayor a la emitida por el control (Figura 
10A).  
 
En secciones anteriores, se determinó que las semillas obtenidas en la 
generación F0 son transgénicas debido a que germinaron y dieron plantas que fueron 
seleccionadas en medio conteniendo el agente selector y además, al analizar cortes en 
hojas y raíces de estas mismas plantas transgénicas, se observó expresión estable del 
transgen tanto por fluorescencia así como por medida de actividad β-glucuronidasa; no 
obstante, con los resultados obtenidos aquí no se puede confirmar que las 
construcciones  GFP-GUS-AmhCt o GFP-GUS-AmhH1N se expresen de manera 
estable en semillas transgénicas, así como tampoco, deducir la localización subcelular 
en este órgano, debido principalmente a la marcada autofluorescencia observada. 
Estudios realizados con embriones maduros o cerca de la maduración de arabidopsis, 
demuestran que el espectro de emisión de fluorescencia de estos al ser excitado a 
405nm, revela un pico de autofluorescencia característico a 500nm, el cual se atribuye 
Figura 10: Microscopía de fluorescencia en semillas transgénicas en (B) Nt-GG- Amh-Ct y en (C) 
para la señal AmhH1N. Como control negativo se utilizó semillas Nt salvaje (A). (v) indica 
fluorescencia verde, (r) rojo, (svr) superposición (verde, rojo) y (CC) representa la imagen tomada en 
campo claro.  
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principalmente a PSV (Li et al., 2006).  Esta propiedad es utilizada en la actualidad para 
identificar el lumen de PSV, permitiendo una detección simultanea de otros fluoróforos 
que emiten especialmente en longitudes de onda lejanas, como RFP o YFP (del inglés: 
Yellow Fluorescent Protein) (Hunter et al., 2007); sin embargo, no puede ser utilizada 
con el reportero GFP ya que su espectro de excitación (395-455nm) y emisión (485-
525nm) se superpone con el de esta organela, como puede observarse en la Figura 10. 
Sin embargo, la aplicación de técnicas más avanzadas, como inmunomicroscopía 
electrónica (IM), podrían responder adecuadamente sobre la localización de las 
construcciones estudiadas en semillas. 
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I.3 Discusión 
 
Al inicio de este trabajo la información disponible acerca de señales de 
direccionamiento de proteínas de reserva era escasa y el modelo más aceptado era que la 
agregación actuaba en si misma como señal. En el desarrollo de este trabajo se pudo 
observar una gran dificultad para obtener plantas transgénicas de N. tabacum con GFP 
vacuolar, debido posiblemente a la alteración de la organogénesis de la planta. Las 
vacuolas muestran diferentes características morfológicas, fisiológicas y bioquímicas en 
distintas especies de plantas y estas están sujetas a varias modificaciones durante el 
crecimiento y la diferenciación celular. Considerando entonces sus funciones en la 
planta, la sobreexpresión de proteínas exógenas vacuolares podría afectar la correcta 
organización del conjunto vacuolar indispensable para la actividad celular. De hecho, 
mutantes knockout de A. thaliana con morfología vacuolar alterada (vacuoless vcl1) 
demostraron no ser viables (Rojo et al., 2001). Es plausible especular entonces que la 
vacuola saturada con GFP tiene un efecto negativo en el crecimiento celular de 
Nicotiana pero no de Arabidopsis como publicase Di Sansebastiano et al. (2007). Esto 
podría explicar la baja eficiencia de regeneración de plantas transgénicas con las 
construcciones utilizadas GFP-GUS-AmhCt y GFP-GUS-AmhH1N. Quizá la expresión 
de estas construcciones doble reportero bajo un promotor inducible podría enmendar los 
problemas de regeneración aunque, no solucionaría la falta o baja fluorescencia en 
compartimientos vacuolares. De hecho, las mismas construcciones utilizadas en ensayos 
de expresión transitoria por agroinfiltración, no mostraron fluorescencia de GFP en 
vacuolas y sólo se observó un patrón típico de retículo endoplásmico. 
 
No obstante, se obtuvieron plantas transgénicas (expresión estable) con una 
construcción reportera GFP-GUS fusionada con las señales AmhCt (KISIA) o 
AmhH1N (NIFRGF) sugeridas como señal a PSV y a vacuolas tipo lítica  
respectivamente. El obtener estas plantas proveyó un sistema que permitió evaluar 
adecuadamente el direccionamiento tanto en hojas como en raíces. Asimismo, se fijó 
que la incubación de plantas transgénicas de tabaco durante 48 horas en oscuridad, 
previo a la observación de fluorescencia, evita la perdida de emisión como fuera 
publicado para Arabidopsis. (Tamura et al., 2003). A pesar de esta variabilidad en los 
niveles de fluorescencia, causado por el efecto de degradación dependiente de la luz, los 
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patrones de localización presentan validez como fuera demostrado en trabajos previos 
por Di Sansebastiano et al., (2007). Igualmente, es probable que vacuolas de diferentes 
especies vegetales, no manifiesten las mismas condiciones permisivas en la 
fluorescencia del reportero GFP. 
 
Se determinó además, que la señal C-terminal KISIA y hélice H1N de la 
globulina 11S de amaranto, al fusionarse con una construcción de gran tamaño, como 
GFP-GUS, son igualmente capaz de dirigir y localizar a la proteína recombinante en 
vacuolas en una suspensión de protoplastos y, en distintos órganos de plantas 
transgénicas de N tabacum. En contraste, el tetrapéptido IAGF que es parte del VSS de 
la albumina 2S de la nuez de brasil, no fue suficiente para evitar la secreción 
(Dombrowski et al., 1993), a pesar de la similitud con el CtVSS de la faseolina de 
arveja (AFVY), que se sabe suficiente para el direccionamiento a vacuolas (Frigerio et 
al., 1998, 2001). Para explicar esta diferencia ha sido propuesto que el tamaño del 
reportero utilizado es critico para la señal de direccionamiento vacuolar y que unos 
pocos residuos de aminoácidos del mismo también podrían ser parte de la señal 
reconocida por el receptor (Frigerio et al., 2001). Sin embargo, el CtVSS y el 
determinante interno H1N de la amarantina estudiados aquí, fueron suficientes para un 
correcto direccionamiento vacuolar; por lo tanto, el tamaño de la proteína recombinante 
no modificaría el direccionamiento, pudiéndose atribuir  estas diferencias 
principalmente a la importancia que representa la composición y longitud de la 
secuencia del linker utilizada entre el reportero y el VSS, la cual favorece la exposición 
de la señal para ser reconocida por el receptor, como fuera también demostrado para la 
señal de retención/recuperación en retículo (KDEL) en el capítulo anterior.  
 
Con la obtención de plantas transgénicas, se pudo además identificar el tipo 
vacuolar en distintos órganos. Siendo GFP-GUS-AmhCt localizado en vacuolas de tipo 
neutras, predominantemente en PSV en hojas de tabaco, ya que la misma presentó un 
patrón propio de estas organelas, con una distribución de fluorescencia definido en el 
límite de la membrana plasmática y por no presentar colocalización al co-expresar un 
marcador de vacuolas líticas como mCherry-ﻻ-TIP (Nebenfuhr et al., 2007); asimismo, 
la distribución de fluorescencia obtenida fue similar a lo reportado por Di Sansebastiano 
et al. (2001) para la expresión de GFP-Chi o, con la expresión de spRFP-AFVY (CtVSS 
de la faseolina de arveja) (Hunter et al., 2007), ambos de localización en PSV en hojas 
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de tabaco. En cambio, al analizar esta señal en raíces de plantas transgénicas, si bien se 
obtuvo un patrón de actividad β–glucuronidasa y de fluorescencia propio de PSV, este 
último similar al obtenido con la construcción antes mencionada de Di Sansebastiano et 
al. (1998, 2001) GFP-Chi, pero en raíces (Flückiger et al., 2003), la colocalización 
parcial con el colorante rojo Neutro (RN), supondría una ubicación ocasional de GFP-
GUS-AmhCt en la vacuola central de este órgano. Esta localización dual en vacuolas 
podría explicarse con lo observado en células maduras de plantas, donde las vacuolas 
líticas y PSV se fusionan dentro de un compartimiento único como la vacuola central, 
capaz de recibir tanto las proteasas transportadas en vesículas cubiertas de clatrina, 
como las de reserva transportadas por vesículas densas  (Vitale and Raikhel, 1999). 
 
Por otro lado, la secuencia NIFRGF del determinante interno (H1N) de la 
amarantina, localizó el doble reportero en vacuolas líticas y vacuola central tanto en la  
epidermis de hojas como en las células de la punta radicular de tabaco. Los patrones de 
fluorescencia obtenidos son propios de una localización en vacuolas líticas, presentando 
fluorescencia en los límites celulares con pequeñas puntos esféricos, concordantes con 
lo observado para la fusión de la proteína intrínseca de tonoplasto gamma, de 
localización en vacuolas líticas, (ﻻ-TIP-GFP; Saito et al., 2002) y  mCherry-ﻻ-TIP 
(Nebenfuhr et al., 2007).  También se pudo observar que el reportero verde fluorescente 
se expresa de manera inestable en el lumen de dichas vacuolas en hojas, probablemente 
debido al pH del mismo, alterando este el equilibrio de protonación provocando 
entonces la disminución o pérdida de la fluorescencia; en contraste el fluoróforo rojo 
que se expresó de manera estable marcando correctamente el lumen vacuolar, siendo 
más adecuado para la identificación de vacuolas de naturaleza ácida  (Samalova et al., 
2006). Por otro lado, al analizar el comportamiento de la secuencia NIFRGF fusionada 
al doble reportero en raíz, se pudo determinar que también localiza la proteína 
recombinante en vacuolas de tipo ácidas, tanto por la coloración azul en los límites 
celulares al incubar con el sustrato específico de la β-glucuronidasa, como por la 
colocalización de fluorescencia con el colorante RN de tinción especifica en estas 
organelas.            
 
Teniendo en cuenta lo visto en ambas secciones, podemos decir que en 
Nicotiana tabacum, el direccionamiento a vacuolas al utilizar VSSs específicos de estas 
se manifiesta no muestra un comportamiento órgano dependiente, como también fuera 
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publicado para M. truncátula con la expresión de una fitasa secretoria recombinante que 
fue correctamente localizada en el apoplasto (Abranches et al., 2008), mostrando que 
dicha especialización del direccionamiento de proteínas en tejidos de reserva es un 
fenómeno especie-dependiente; asimismo se pudo observar principalmente en raíces, 
que la localización final de proteínas de reserva o líticas, en células maduras, es la 
vacuola central, dado por la fusión de ambas vacuolas.    
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II.4 Conclusiones 
 
 La secuencia KISIA (AmhCt) o NIFRGF (AmhH1N) son suficiente para 
dirigir proteínas recombinantes a vacuolas en N tabacum. 
 
 El direccionamiento es independiente del tamaño de la proteína, no así 
para el linker utilizado. 
 
 La señal AmhCt dirige predominantemente a PSV, mientras que el 
determinante interno AmhH1N a Vacuolas  Líticas.   
 
 El direccionamiento de las proteínas reporteras fusionadas a estas señales 
en hojas y raíces  es órgano-independiente en tabaco. 
 
 El reportero GFP se expresa de manera inestable en el lumen de vacuolas 
líticas. 
 
 La autofluorescencia de PSV en semillas hace inadecuado el uso del 
reportero verde para la identificación de vacuolas en dicho órgano. 
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DISCUSIÓN GENERAL Y CONCLUSIONES
Los progresos en ingeniería genética de plantas han abierto una nueva
oportunidad para utilizar las mismas como biorreactores para la producción de
biomoléculas. Así, varios ejemplos de proteínas recombinantes de interés industrial o
farmacéutico se producen actualmente en distintos tipos de órganos de plantas
demostrando su gran potencial. No obstante, la experiencia ganada en la expresión de
proteínas recombinantes en plantas, demuestra que aún queda por resolver los
problemas de bajos niveles de acumulación, de localización subcelular (importante para
lograr las modificaciones postraduccionales requeridas) y la degradación proteolítica.
En este sentido, como se citó en secciones anteriores, se han utilizado diferentes
estrategias, siendo una de ellas, la expresión de la proteína de interés en
compartimientos de reservas como PSV, particularmente en semillas.
En este trabajo, la utilización de la señal de retención en ER (KDEL), fusionada
al COOH-terminal de una inmunoglobulina IgG1, mostró incrementos en los niveles de
acumulación en hojas y, aún mayor en semillas. Los estudios de localización subcelular
y glicosilación realizados, tanto en hojas como en semillas permitieron además evaluar
otros aspectos del problema que han sido escasamente estudiados por otros
investigadores. Por otro lado, el trabajo incluyó el uso de un mAb en una versión
secretoria (sec-Ab) lo que permite además descartar hipótesis de presencia de señales de
direccionamiento que se manifiestan sólo en células vegetales como ha sido informado
para inmunoglobulinas híbridas tipo G y A donde se observó la presencia de un
determinante de direccionamiento vacuolar no descripto en células plasmáticas
(Hadlington et al., 2003). El estudio de la localización subcelular del Ab-KDEL en
semilla, probó que éste se encuentra mayoritariamente en PSV, no así en hojas donde es
tanto eficientemente retenido en el ER como recuperado del cis-GA Esto sugiere que
esta señal de direccionamiento tiene un efecto que es órgano-dependiente. Una posible
explicación, teniendo en cuenta que esta señal sigue las reglas para CtVSS, es que sería
reconocida por un receptor de direccionamiento vacuolar específico de semillas en
desarrollo. También ha sido sugerido que la secuencia COOH-terminal KDEL, sea
reconocida en condiciones transgénicas como un determinante CtVSS en semillas, no
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así en las proteínas nativas de la planta (Boothe et al., 2010). Sin embargo también debe
considerarse la presencia de vesículas KDEL que transportan proteasas a vacuolas de
reserva en mungbean (Okamoto et al., 2003). Un resultado llamativo fue que sec-Ab
también se localizó mayoritariamente en PSV en semillas mientras que en hojas los
resultados de glicosilación sugieren su secreción. Es claro, que este inusual
direccionamiento, tanto de Ab-KDEL como de sec-Ab, en semilla se relacionaría con la
competencia entre la secreción y el direccionamiento a vacuolas de reserva, estando esta
última vía mucho más desarrollada en semillas en desarrollo donde es crucial lograr la
acumulación de reservas de nitrógeno y carbono para la germinación. Este no es un
fenómeno aislado de semillas de tabaco, sino que también ha sido informado tanto para
semillas de monocotiledóneas como dicotiledóneas (Nicholson et al., 2005; Vitale,
2005), y también fue demostrado en proteínas recombinantes expresadas en levaduras
(Robinson, 2005). A diferencia de los resultados presentados en este trabajo, Abranches
y colaboradores (2008) demuestran que en M. truncátula esta órgano-dependencia no
existe, ya que la expresión de una fitasa fusionada con la señal KDEL, fue
correctamente retenida en ER de ambos órganos, aunque el trabajo aclara que esta
especialización podría estar sujeta a la especie de planta analizada.
Desde el punto de vista práctico, una heterogénea localización subcelular, podría
resultar en la heterogeneidad y/o recuperación reducida del producto final, lo que
representaría un problema para la producción industrial en grandes cantidades. También
se debe considerar que las condiciones de cultivo de las plantas de tabaco afectan la
glicosilación de anticuerpos producidos (Stevens et al., 2000; Elbers et al., 2001),
siendo este problema también habitual en la producción de mAb en líneas celulares de
mamíferos, y que determina que la actividad específica de producto final sea baja y
además, variable de una partida a otra de productos (Satoh et al., 2006). En este sentido,
el utilizar señales de direccionamiento vacuolar (KISIA y/o NIFRGF) identificadas y
caracterizadas en este trabajo, que poseen la característica de no mostrar órgano
dependencia, podrían permitir obtener un producto más homogéneo. Sin embargo, como
vimos en secciones anteriores, el principal problema al utilizar estos CtVSS, fusionados
al doble reportero GFP-GUS, fue la alteración de la organogénesis de la planta, lo que
se reflejó en la muy baja tasa de regeneración de plantas transgénicas. Del mismo modo,
Di Sansebastiano y colaboradores (2007) informa el mismo problema al expresar en
tabaco GFP fusionado con el CtVSS de la quitinasa A, no así en Arabidopsis cv.
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Wassilewskaja. No obstante, la expresión de diferentes proteínas recombinantes con
distintos determinantes de direccionamiento vacuolar, como RFP fusionado con CtVSS
de la faseolina o, YFP (yellow fluorescent protein), no presentaron este inconveniente
(Hunter et al., 2007); por lo que las diferencias morfológicas o de desarrollo
encontradas al utilizar VSS en proteínas recombinantes, se podría atribuir no solo a
propiedades intrínsecas de la construcción utilizada (Frigerio et al., 2001; Zhen et al.,
2004), sino además a la especie de planta en estudio. Asimismo, la utilización de GFP
como marcador de vacuolas en plantas, demuestra importantes desventajas ya que, se
observa una fuerte dependencia del entorno vacuolar, como el pH o la luz (Tamura et
al., 2003; Fluckiger et al., 2003). Por lo tanto, los resultados obtenidos aquí al utilizar
los determinantes de direccionamiento de la amarantina con la construcción GFP-GUS,
no podrían extenderse a otras proteínas de interés, siendo necesaria una caracterización
más exhaustiva de estas señales.
Recientemente el dominio Nterminal ﻻ-zeína, derivado de la proteína de reserva
zeolina de maíz, ha sido utilizado con éxito para la producción de algunas proteínas de
interés en hojas (Mainieri et al., 2004; de Virgilio et al., 2008; Bellucci et al., 2007;
Torrent et al., 2009; Torrent et al., 2009). En este caso, se utilizó una secuencia más
larga que además de determinar el lugar de acumulación induce en hojas la formación
de estructuras similares a los PB encontrados en semillas de cereales. La proteína de
interés queda de esta manera retenida en el ER, por lo que si tiene sitios de glicosilación
los mismos quedarán como Man 8 y Man 7, lo que es un problema ya que es muy difícil
que esta estructura pueda “humanizarse”. Otra estrategia que también induce la
formación de estructuras no habituales es la fusión de la proteína de interés a ELP
(elastin like proteins) que tiene un efecto positivo en cuanto al incremento de los niveles
de acumulación y a la posibilidad de recuperación de la proteína de interés (Floss et al.,
2010; Floss et al., 2009), pero tampoco permitiría producir proteínas que requieran una
glicosilación similar a la de mamíferos. Con relación a la producción de glicoproteínas,
los resultados más importantes en plantas se han dado en Lemna minor, donde el uso de
RNA de interferencia ha permitido evitar la adición de glicanos complejos típicos de
plantas (Cox et al., 2006). Sin embargo, faltaría considerar la adición de galactosa y
ácido siálico al glicano biantenario producido. La introducción de una alpha 1-4
galactosil transferasa humana en plantas ha permitido producir glicoproteínas con la
galactosa alpha 1-4 unida en ambos brazos del glicano biantenario (Bakker et al., 2001;
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Fujiyama et al., 2007; Bakker et al., 2006). La incapacidad de las células vegetales de
sintetizar el ácido siálico N-Acetil-Neuramínico (NANA) es difícil de superar, aunque
es de destacar que las líneas celulares actualmente empleadas para expresar
glicoproteínas también poseen esta deficiencia, ya que a lo sumo introducen el ácido
siálico N –GlicosilNeuramínico (NGNA) (Raju et al., 2000). Teniendo en cuenta, que
estas últimas modificaciones son importantes para lograr que la vida media en sangre de
glicoproteína terapéutica sea lo suficientemente larga para producir los efectos
deseados, se ha sugerido que esta modificación en células vegetales podría reemplazarse
por la adición de ácido glucurónico a través de la introducción en la misma de beta 1-3
glucurónico transferasa. Independientemente de las modificaciones que se introduzcan
por glicoingeniería, es importante destacar que esta estrategia  debe combinarse con una
que permita lograr niveles de acumulación altos que no consistan en retener en el ER,
por lo que el uso de secuencias KDEL, fusiones al dominio Nterminal ﻻ-zeína y ELP no
resultan adecuadas. Por estos motivos, el profundizar en el futuro si el uso de las
secuencias KISIA y/o NIFRGF, caracterizadas en este trabajo, es adecuado para
incrementar los niveles de acumulación generando una proteína que haya alcanzado al
menos el GA medio es de interés.
PERSPECTIVAS
Se plantea continuar los estudios fusionando las secuencias KISIA y NIFRGF al
extremo COOH terminal de la cadena pesada del mAb 14D9  a fin de evaluar tanto el
impacto en la acumulación, glicosilación y el direccionamiento del mAb y como así
también en la regeneración de plantas transgénicas.
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